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RESUMO GERAL

BONOW, Sandro. Caracteriza¢do morfolégica, isoenzimatica e molecular de
cultivares de arroz. 2004. 125 p. Tese (Doutorado em Fitotecnia) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

O interesse ¢ a importancia da caracterizacdo de cultivares tem aumentado muito
nos ultimos anos, sendo os motivos principais, o controle da pureza genética em
lotes de sementes e a crescente necessidade do registro e protecdo de cultivares.
O objetivo deste trabalho foi caracterizar cultivares comerciais de arroz
utilizando marcadores morfologicos, isoenzimaticos e moleculares. A
caracterizagdo morfologica consistiu de dois experimentos. O primeiro foi
conduzido em casa de vegetagdo, na UFLA, quando foram caracterizadas as
cultivares utilizando-se os descritores morfologicos recomendados para o
registro e protecdo de cultivares. O segundo experimento foi conduzido em
campo de producdo de sementes da EPAMIG Lavras e consistiu na
identificagdo, por parte de avaliadores, de contaminantes propositalmente
distribuidos junto as cultivares. Na caracterizagdo isoenzimatica, realizada na
EMBRAPA-CPACT, Pelotas, RS, foram analisadas isoenzimas de sementes e
folhas de plantulas, utilizando para tal eletroforese horizontal em gel de
poliacrilamida. Foram analisadas isoenzimas de esterase, 6-fosfogluconato
desidrogenase, isocitrato desidrogenase e leucina aminopeptidase. Foi realizada
a andlise de agrupamento das cultivares de acordo com a similaridade
apresentada, utilizando o coeficiente de Jaccard. A andlise molecular de
microssatélites teve como objetivos identificar microssatélites em e proximos a
genes, desenvolver primers para esses e, com a utilizacdo desses primers,
caracterizar as principais cultivares de arroz em uso no Brasil. Foram
selecionados treze microssatélites na regido anterior aos genes Mads Box, além
de 37 microssatélites em ESTs (Expressed Sequence Tags). Foram utilizadas,
para a busca e selegdo de microssatélites, as bases de dados oriundas do
sequenciamento do genoma do arroz. As buscas foram realizadas com o auxilio
de ferramentas de bioinformatica disponibilizadas pelo Plant Research
International, Holanda, onde foi realizada a presente pesquisa. Foi utilizado gel
de poliacrilamida a 6% sendo os géis corados com prata. A analise de
agrupamento foi realizada de modo similar aos dados oriundos da andlise de

" Comité Orientador: Dra. Edila Vilela de Resende Von Pinho (Orientadora),
Dra. Maria das Gragas G. C. Vieira,— UFLA, Dr. Ben Vosman
PRI/WUR e Dra. Eva Choer - EMBRAPA. Dr. Antonio Alves Soares
— UFLA, Dr. Antonio V. Rodrigues — EPAMIG.



isoenzimas. Além disso, foi calculado o contetido informativo do polimorfismo,
tendo sido encontrados valores entre 0,05 a 0,935. Ao final da caracteriza¢do dos
genotipos, concluiu-se que os descritores morfologicos ndo foram suficientes
para a caracterizacdo e diferenciagdo das cultivares de arroz estudadas, que as
caracteristicas morfologicas observadas em sementes ¢ plantas apos a antese sao
as mais adequadas para a caracterizacdo e diferenciacdo de cultivares. A partir
dos marcadores isoenzimaticos concluiu-se que a analise de isoenzimas de
sementes e folhas de plantulas permite a diferenciagdo das cultivares, & excegdo
das cultivares Carisma, IAC 202 e Guarani. Isoenzimas de esterase sdo
influenciadas pela presenga de fungos nas sementes e isoenzimas de 6-
fosfogluconato desidrogenase podem ser alteradas em fung¢do do nivel de
qualidade fisiologica das sementes. Na andlise de microssatélites concluiu-se
que ¢ possivel localizar microssatélites em ou proximos a genes, que a analise de
microssatélites permite a caracterizagdo ¢ a individualizacdo de todas as
cultivares estudadas e que a analise dos microssatélites selecionados permite
classificar os genotipos quanto a subespécie a que pertencem.

ii



GENERAL ABSTRACT

BONOW, Sandro. Morphological, isoenzimatic and molecular
characterization of rice cultivars. 2004. 125 p. Thesis (Doctorate in Plant
Science) — Federal University of Lavras, Lavras, MG.*

Morphological, isoenzimatic and molecular markers were used to characterize
commercial rice cultivars. The morphological characterization consisted in two
experiments, the first one was done in green house, at Federal University of
Lavras, when the cultivars were characterized using the descriptors
recommended for the protection cultivar law in Brazil. The second experiment
was in a seed production field, in EPAMIG, Lavras. In this experiment,
contaminants rice seeds were identified for researchers among studied cultivars.
In the isoenzimatic characterization, was analyzed isoenzimes from seeds and
tissue of rice plantlets, using horizontal gel electrophoresis. This part of the
research was done in Embrapa-cpact, Pelotas, RS. The isoenzimatic systems
analyzed were esterase, 6-fosfogluconate dehydrogenase, isocitrate
desydrogenase and leucine aminopeptidase. For the similarity analysis was used
the Jaccard coefficient. The molecular analyses of microsatellites had the
objective to identify microsatellites in or around rice genes, to develop primers
to the microsatellites selected and to characterize the rice cultivars using the
primers developed. Thirteen microsatellites were selected in upstream region of
Mads Box genes and 37 microsatellites in ESTs (Expressed Sequence Tags). To
search and to select microsatellites were used the databases from rice genome
sequencing and wused bioinformatics tools available at Plant Research
International, Holland, where this research was developed. To analyze the
microsatellites was used polyacrilamide gel 6% and the gel was submitted to
silver staining. The similarity analysis was done the same way of isoenzyme
analysis. The PIC (Polymorphic Informative Content) of microsatellites markers
was among 0,05 and 0,955. The conclusions were that the morphological
descriptors were useful, but not enough to characterization and discrimination of
rice cultivars, the morphological characteristics observed after the reproductive
phase are the more suitable to characterization and discrimination of rice
cultivars. Isoenzimatic markers allow to characterize rice cultivars and are

" Guidance Committee: Dra. Edila Vilela de Resende Von Pinho (Major
Professor), Dra. Maria das Gragas Guimardes Carvalho Vieira,—
UFLA, Dr. Ben Vosman PRI/WUR, Dra. Eva Choer -
EMBRAPA, Dr. Antonio Alves Soares — UFLA, Dr. Antonio V.
Rodrigues — EPAMIG.
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capable to differentiate all upland rice cultivars studied, excluded Carisma, IAC
202 and Guarani. The esterase isoenzymes are influenced for the presence of
fungus in the seeds and the isoenzymes of 6- fosfogluconate dehydrogenase can
be altered according to physiologica quality of the seeds. The microsatellites
analyzed allows conclude that is possible to find microsatellites in or around rice
genes. The analysis of the microsatellites studied allows separate the cultivars
according the subspecies, indica or japonica.



CAPITULO 1
1 INTRODUCAO GERAL

O arroz € um dos principais cereais cultivados no Brasil, desempenhando
um papel social e econdmico de grande importancia para as mais diversas
regides do pais. Esse cereal pode ser conduzido sob dois diferentes sistemas de
cultivo, o irrigado, tipicamente utilizado nos estados da regido Sul do pais e o de
sequeiro, tradicional em regides tropicais. Para cada sistema de cultivo sdo
utilizados grupos de cultivares adaptados a determinadas condicdes,
principalmente quanto ao fornecimento de agua.

Varios programas de melhoramento genético sdo conduzidos no pais,
gerando a cada ano novas cultivares, melhor adaptadas a cada situagdo e mais
produtivas. Nesses programas, conhecidamente, sdo utilizadas cultivares com
bases genéticas estreitas, fazendo com que os gendtipos langados no mercado
sejam morfologicamente muito similares, embora possuam caracteristicas de
interesse comercial distintas entre si.

A similaridade morfoldégica entre a maioria das cultivares acarreta
alguns problemas, os quais vém tornando-se mais preocupantes a cada ano. As
empresas produtoras de sementes, em funcdo da concorréncia comercial,
procuram oferecer produtos com alta qualidade. Para alcangar esse objetivo ¢
fundamental que as cultivares sejam claramente distinguidas entre si, sendo
necessarias para isso caracteristicas diferenciadoras nem sempre obtidas pelos
marcadores morfologicos. Outro aspecto que acrescentou importancia a referida
area foi a aprovacgdo da Lei de Protecdo de Cultivares no Brasil. Essa lei exige
que, para o registro e prote¢do de uma nova cultivar, a mesma precisa ser
distinta das demais cultivares em uso no pais, homogénea quanto as principais
caracteristicas entre seus individuos, além dessas caracteristicas serem estaveis

ao longo das geracdes. Para esse objetivo, as caracteristicas morfologicas nem



sempre sdo adequadas surgindo por vezes, duvidas e problemas no momento do
registro e protecdo das novas cultivares. Outro aspecto em que a caracterizacao
de cultivares se faz necessaria é nos Programas de Melhoramento Genético, em
que o conhecimento da variabilidade é fundamental para o sucesso.

A caracterizagdo de cultivares tradicionalmente ¢ baseada em
marcadores morfoldgicos, os quais sdo os recomendados na Lei de Protegdo de
cultivares e ainda utilizados na maioria das empresas produtoras de sementes.
Esses marcadores sd3o conhecidamente uteis, porém, por vezes apresentam
algumas desvantagens, principalmente pelo tempo que demandam, além da
subjetividade na determinagdo de algumas caracteristicas. Com a evolucdo da
genética e biotecnologia ocorreu o surgimento de novas classes de marcadores.

Entre as classes de marcadores hoje disponiveis, destacam-se as
isoenzimas, as quais sdo produtos diretos dos genes e fornecem uma medida de
polimorfismo mais apurada que os morfoldgicos. Esses marcadores tém sido
utilizados por muitos anos, mas suas aplicagoes diretamente na caracterizagdo de
cultivares tém sido reforcadas ultimamente. Esses marcadores apresentam, na
maioria dos casos, polimorfismo, permitindo distinguir, em varias espécies, um
grande numero de cultivares, sendo rapidos e de facil execugdo. Apesar dessas
vantagens, existem criticas a esses marcadores, principalmente quanto a
estabilidade dos padrdes isoenzimaticos na presenca de fungos em sementes e
em sementes com diferentes niveis de qualidade, além da parte e o estadio de
desenvolvimento da planta analisada. J& os marcadores moleculares, por meio
dos quais ¢ analisado diretamente o DNA, sdo considerados os mais precisos.
Esses ndo sofrem influéncia do ambiente ¢ podem ser analisados em qualquer
parte da planta e em qualquer fase de desenvolvimento. Entre os marcadores
moleculares, os microssatélites sdo considerados os mais polimoérficos e
estaveis. Esses, t€m se mostrado promissores em arroz, principalmente pela

possibilidade da selec¢do e andlise em regides do genoma as quais sdo expressas,



revelando polimorfismo e conseqiiente diversidade genética mais aproximada do
fenotipo dos individuos a serem analisados.

A partir do exposto, verifica-se a necessidade de avaliar os marcadores
morfologicos, isoenzimaticos ¢ moleculares para a caracterizagdo e conseqiiente
distingdo e identificagdo de cultivares de arroz. Sendo assim, os objetivos desse
trabalho foram verificar a eficiéncia dos marcadores morfoldgicos,

isoenzimaticos e moleculares na caracterizagdo de cultivares de arroz.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia da caracterizacio de cultivares de arroz

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos cereais mais cultivados no mundo
com grande destaque do ponto de vista econdmico e social, sendo superado em
volume produzido somente pelo trigo. Porém, se considerarmos que 85% da
produgdo total de arroz sdo destinados ao consumo humano, contra 61% do trigo
e 18% do milho, o arroz pode ser considerado o produto agricola mais
importante do mundo. No Brasil, o arroz ¢ responsavel por 24% das calorias e
por 18% das proteinas consumidas pelos brasileiros (Soares, 1997). Além disso,
economicamente apresenta-se como cultura de destaque. O Brasil, maior
produtor de arroz da América Latina, produziu, na safra 2002/2003, em area
superior a trés milhdes de hectares, mais de dez milhdes de toneladas
(Agrianual, 2003). A elevada produgdo de arroz no Brasil € no mundo deve-se a
alta tecnologia empregada pelos agricultores, associada ao alto potencial
genético das cultivares utilizadas, o qual foi alcangado pelo sucesso nos
programas de melhoramento genético de arroz (Guidolin, 1993).

Dentre os programas de melhoramento genético, destaca-se o trabalho
realizado com as cultivares de arroz de sequeiro, principalmente as langcadas no
mercado nos ultimos anos. Em Minas Gerais, o programa de melhoramento
genético de arroz desenvolvido, de 1974 a 1995, alcangou ganhos genéticos
médios anuais de 1,26% para o grupo de cultivares precoces e 3,37% para as
cultivares de ciclo médio (Soares et al., 1999). As cultivares melhoradas,
altamente produtivas e com qualidade de graos competitivos no mercado,
entraves por muitos anos no arroz de sequeiro, t€ém dado a essa modalidade de
cultivo uma grande importancia para regides menos favorecidas por chuvas.

Além disso, vém se tornando importantes na rotagdo em 4reas irrigadas por meio



de pivls centrais (Breseghello & Stone, 1998). Assim como nas cultivares de
arroz de sequeiro, os programas de melhoramento genético contribuiram de
forma fundamental para o sucesso das cultivares irrigadas (terras baixas), as
quais sao altamente produtivas. As cultivares irrigadas ocupam cerca de 1
milhdo de hectares na regido subtropical (RS ¢ SC), sendo a cultura manejada
sob alto nivel tecnologico (CNPAF, 2002).

Para que todo o esfor¢o realizado pelos melhoristas em incorporar as
novas caracteristicas as cultivares seja desfrutada pelos agricultores, depreende-
se que as sementes, sejam repassadas aos agricultores com alta qualidade,
garantindo todo o potencial presente originalmente nas cultivares. Esse fato tem
levado as empresas produtoras de sementes a monitorararem todas as etapas do
processo produtivo, visando um produto com alta pureza genética, fisica,
fisiologica e sanitaria. A garantia da pureza genética ¢ de suma importancia, pois
este atributo fard com que as caracteristicas da cultivar melhorada possam ser
repassadas aos agricultores, ocorrendo um efetivo aumento da producdo
agricola.

McDonald (1998) afirma que quando novas variedades sdo
desenvolvidas pelos melhoristas, uma quantidade inicialmente limitada de
sementes € multiplicada até serem alcancadas quantidades suficientes para suprir
grande areas a serem cultivadas. No momento da multiplica¢do dessas sementes,
¢ fundamental o monitoramento do processo produtivo para assegurar que a
pureza genética das sementes desenvolvidas pelos melhoristas ndo seja
comprometida. Sendo assim, a principal preocupagdo estd em que, apos varias
geracdes de multiplicacdo da semente fornecida pelo melhorista, a pureza
genética seja mantida.

A selecdo de sementes com alta pureza genética ¢ o primeiro passo em
direcdo a obtencdo da semente de alta qualidade (Peske & Barros, 1998). Para

isso ¢ necessaria a correta identificacdo das cultivares por meio de suas



caracteristicas particulares. A identificacdo de cultivares ¢ um procedimento
utilizado nos sistemas de producdo de sementes com a finalidade de checar e
garantir ao produtor de sementes e ao agricultor, lotes com elevada pureza
genética.

Segundo Vieira (1981), a perda das caracteristicas genéticas ocasionada
por misturas e contaminagdes das cultivares de arroz em uso no pais sugere a
necessidade de trabalhos de identificacdo e purificacao varietal para a formagao
de estoques de sementes com alta qualidade. Rosta (1975) chamou a atencdo
para o fato de que existiam mais de 10.000 variedades de arroz no ano de 1975,
sendo a identificagdo e a determinacdo das diferencas entre elas extremamente
dificeis. Atualmente esse problema persiste, pois, entre as cultivares modernas
de arroz existe uma grande similaridade genética (Guidolin et al. 1994),
tornando cada vez mais dificil determinar morfologicamente a pureza varietal de
um lote de sementes. Esse fato ocorre devido as semelhangas visuais provocadas
pelo uso de uma estreita base genética no processo de melhoramento (Menezes
& Romero, 1996).

Além do aspecto relacionado ao controle de qualidade de sementes, o
interesse pela caracterizagdo de cultivares tem aumentado significativamente nas
ultimas décadas, sendo o motivo principal, a crescente necessidade de protecao
de cultivares comerciais em mercados econdmicos cada vez mais competitivos
(Milach, 1998). Segundo Douglas & Bailey (1983), as exigéncias da lei de
protecdo de cultivares aumentaram a importancia do conceito de distingdo
varietal.

No Brasil, a Lei de Protegdo de Cultivares nimero 9.456, sancionada em
25 de abril de 1997, abriu uma nova perspectiva e interesse na protegdo e
langamento de materiais genéticos. A lei, no entanto, ¢ clara e pontual quando se
refere aos requisitos necessarios para que uma cultivar possa ser protegida. A

cultivar deve ser comprovadamente distinta, com descritores homogéneos e



estaveis. Por distinta, a lei define que a cultivar deve ser distinguida claramente
de qualquer outra cuja existéncia na data do pedido de protegdo seja
reconhecidaQ Homogénea, significa que todas as plantas desse genotipo
precisam apresentar homegeneidade em suas principais caracteristicas. Como
estavel, o gendtipo precisa manter a estabilidade de suas caracteristicas ao longo
das geragdes. Sendo esses requisitos, fundamentais para o registro e protecdo de
cultivares. Assim, para que sejam corretamente avaliadas tais exigéncias, o uso
de descritores confiaveis ¢ indispensavel (Milach, 1998).

Além dos aspectos acima citados, a caracterizagdo de cultivares permite
a determinacdo da diversidade genética entre as cultivares e, conseqiientemente,
o conhecimento da variabilidade existente. Esse aspecto é de fundamental
importancia para o melhoramento genético, no qual segundo Federizzi (1998), a
variabilidade ¢ a base de todo o processo.

A caracterizacdo de cultivares pode ser realizada com base em

marcadores morfoldgicos, isoenzimaticos ou moleculares.

2.2 Marcadores morfologicos

Os descritores oficiais prescritos na Lei de Protegdo de Cultivares no
Brasil s3o baseados em marcadores morfologicos. Assim, a caracterizagdo de
cultivares, procedimento fundamental quando do langamento de uma nova
cultivar, baseia-se na apreciagdo detalhada de sua morfologia e de seu
comportamento agrondémico e envolve o maior niimero possivel de descritores.
Diante disso, sabe-se que a busca de marcadores morfoldgicos com maior
estabilidade em diferentes condigdes ambientais ¢ de fundamental importancia
para que os mesmos possam ser considerados como descritores na Lei de

Protegdo de Cultivares. Além desse aspecto, a determinagdo da pureza genética



em sementes de arroz ainda ¢ quase que na totalidade realizada com base nos
descritores morfologicos das sementes, plantulas e plantas. Segundo as regras
para analise de pureza da “Association of Official Seed AnalystsO (AOSA,
1983), diante da impossibilidade de identificacdo da cultivar por meio de
caracteristicas das sementes, devem ser consideradas caracteristicas das
plantulas ou das plantas em crescimento.

Vérias caracteristicas, tanto qualitativas como quantitativas, t€ém sido
recomendadas, em arroz, como descritores na Lei de Protecdo de Cultivares,
assim como na distingdo de variedades, visando a certificagdo de pureza varietal.
E importante ressaltar que, segundo Fonseca et al. (2002), as caracteristicas
morfologicas do arroz agrupam-se em caracteristicas constantes (qualitativas) e
variaveis (quantitativas); as primeiras sdo aquelas que definem a espécie ou a
variedade e, geralmente, sdo controladas por poucos genes; apresentam alta
herdabilidade e ndo se alteram ou ndo sdo influenciadas pelo ambiente. As
caracteristicas variaveis, controladas por varios genes, apresentam baixa
herdabilidade e sdo influenciadas pelas condigdes ambientais, podendo ser
consideradas como resultante da agdo do meio ambiente sobre o gendtipo.

Alguns trabalhos na area de caracterizacdo de cultivares tém sido
conduzidos em arroz, nos quais sdo avaliadas as principais caracteristicas
recomendadas. As caracteristicas morfologicas das sementes, por exemplo, sdo
consideradas muito uteis para a discriminacdo de cultivares. Jennings et al.
(1981) afirmam que as dimensdes dos graos sdo altamente herdaveis na maioria
dos ambientes, embora a temperatura baixa apo6s a floracdo possa reduzir
ligeiramente o comprimento dos graos. Apesar da aparente complexidade de sua
heranca, o comprimento e a forma dos grios se fixam nas primeiras geracdes
segregantes. Se a expressdo ndo ¢ encontrada na geracdo F,, a probabilidade de

se encontrar outros tipos na F; ¢ quase nula. Por outro lado, quando selecionam-



se grios excelentes na F, raramente esta caracteristica segrega
significativamente nas geracdes seguintes.

As caracteristicas de sementes tém sido utilizadas na caracterizagdo com
a finalidade de prote¢do de cultivares, assim como na avaliacdo da pureza
varietal. Na caracterizacdo sdo seguidos os descritores para sementes
recomendados na Lei de Protecdo de Cultivares. Por outro lado, a avaliagdo da
pureza genética ¢ feita pela observacdo de determinadas caracteristicas fisicas
das sementes, comparando as amostras de sementes a serem testadas com uma
amostra padrdo da variedade em questdo. Essas andlises possuem certas
vantagens, como a utilizagdo de poucos equipamentos, rapidez e baixo custo
para a condugdo dos testes (Payne, 1986). Segundo o autor, a reprodutibilidade
dos resultados entre laboratdrios tem sido alta com este tipo de analise. Porém, a
maioria das novas cultivares possui sementes com as caracteristicas fisicas muito
semelhantes, o que faz com que a utilizacdo dessas seja limitada para a
discriminagdo e controle da pureza varietal.

Maeda et al. (1995) consideraram os fatores comprimento, largura e
massa fresca de sementes como excelentes para a diferenciagdo de cultivares.
Porém, Chandraratna (1964) indica que o peso dos grdos ¢ controlado por
aproximadamente 10 genes. Fonseca et al. (2002) afirmam que o peso de mil
sementes se modifica com o ambiente, principalmente com o emprego de altas
dosagens de nitrogénio.

Menezes & Romero (1996) estudaram as caracteristicas de 22 cultivares
de arroz irrigado visando a diferenciacdo dessas. Pelos resultados obtidos,
observou-se que a espessura das sementes, peso de mil sementes, pilosidade dos
graos e presenca de arista ndo mostraram diferengas significativas entre as
cultivares. Porém, formato e largura das sementes, coloracdo das glumelas e cor
do apiculo foram caracteristicas tteis na identificacdo varietal. A conclusdo

obtida pelos referidos autores foi de que existia a necessidade de buscar um



maior nimero de caracteristicas e testes, a fim de tornar mais eficiente a
separacdo de cultivares.

O comportamento de muitas dessas caracteristicas ¢ explicado pelo
controle genético aliado ao efeito do ambiente, tornando-as instaveis e
valorizando ou desvalorizando-as como um descritor. Pode-se destacar o
controle da glabrescéncia e da pubescéncia das folhas. A glabrescéncia da folha
e da casca do grao € controlada por alelos recessivos duplicados, ou seja, o gl-/
e gl-2 e 0 meio ambiente ndo afeta a sua expressdo (Soares, 1997). Por outro
lado, a presenga de arista nas sementes, segundo Jennings et al. (1981), ¢
controlada por dois ou trés genes dominantes. Sabe-se que fatores ambientais
influenciam na presenca ¢ quantidade de aristas no apice da panicula. Outro
exemplo ¢ a pigmentagdo por antocianina que, embora ndo esteja relacionada
com caracteres econdomicos e de qualidade de grios, tem recebido muita atengdo
para a caracterizagdo de cultivares (Jennings, 1981). A heranca da pigmentacao
por antocianina é bastante complexa devido a existéncia de locos duplicados,
série alélica multipla para um mesmo /oco, fatores inibidores, diferengas sutis na
tonalidade e intensidade de cor entre gendtipos, variagdo nos estadios de
crescimento e o efeito acentuado dos fatores ambientais, como, por exemplo, a
luz, sobre o desenvolvimento da cor.

Fonseca et al. (2002) avaliaram as caracteristicas morfologicas em um
grupo de cultivares e constataram que as menos influenciadas pelo ambiente
foram a pubescéncia das folhas e as coloragdes da auricola, da ligula, do
internddio, do apiculo e das glumelas estéreis, bem como a presenga de
antocianina nos noés do colmo, da pubescéncia das glumelas, comprimento, cor ¢
forma da cariopse, angulo da folha bandeira e dos perfilhos. As caracteristicas
influenciadas pelo ambiente foram:a arista, comprimento e espessura do colmo,
comprimento da panicula, massa de 100 graos, altura da planta, cor da folha,

ciclo cultural, exer¢do da panicula e degrane da panicula.
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A forte influéncia do ambiente em muitas caracteristicas, aliada a grande
similaridade genética entre as cultivares de arroz recomendadas atualmente,
torna cada vez mais dificil determinar morfologicamente a pureza varietal de um
lote de sementes. Tal situacdo foi comprovada por Camargo (1982) em um
estudo agrobotanico de cultivares de arroz, em diferentes épocas de semeadura.
O autor analisou 35 parametros em cada época de semeadura, concluindo que as
cultivares IAC-164 e IAC-165, por possuirem as mesmas caracteristicas
morfologicas e ciclo, além de outros atributos em comum, deveriam ser
classificadas como uma TUnica cultivar comercial. Porém, Silva (1999),
trabalhando com acessos de arroz, concluiu que marcadores morfologicos foram
eficientes no estudo da divergéncia genética e varietal.

Silva (1997), trabalhando com 36 acessos de arroz, verificou que os
caracteres largura do limbo, peso de 100 grdos e comprimento dos graos com
casca nao variaram estatisticamente entre os acessos, porém, dias para o
florescimento, altura da planta e comprimento da panicula variaram entre os
acessos estudados, podendo ser tteis na diferenciagdo de cultivares.

Outras desvantagens observadas na utilizagdo de caracteristicas
morfologicas tém sido o tempo necessario para realizar a completa
caracterizagdo, além de muitas caracteristicas ndo possuirem a estabilidade
necessaria para distinguir cultivares em diferentes ambientes e condi¢des de
cultivo (Sengupta & Chattopadhyay, 2000). Imolesi (1999) testou a estabilidade
de caracteristicas morfo-agronomicas em sementes hibridas de milho submetidas
a diferentes dosagens de nitrogénio durante o ciclo de desenvolvimento. Esse
autor concluiu que o numero de foliolos expostos das plantulas, a data de
florescimento, a altura das plantas e da insercdo da primeira espiga foram
influenciados pelas diferentes dosagens de nitrogénio. Assim, muitos dos
descritores recomendados ndo preenchem os requisitos basicos recomendados.

Bailey (1983) afirma que os trés critérios basicos para avaliar um potencial
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descritor para a descricdo varietal ou identificacdo de cultivares sdo: a)
estabilidade ambiental, b) variacdo intervarietal e c¢) minima varia¢do
intravarietal.

Smith & Register III (1998) salientam que, devido ao fato de a base
genética das caracteristicas morfologicas ser normalmente desconhecida, essas,
sd0 no maximo, uma medida indireta da pureza genética e que comparagdes
morfoldgicas fornecem uma pobre ou incorreta medida de identidade genética e
relacdo entre as variedades. Esses autores também afirmaram que métodos
bioquimicos e moleculares sdo muito uteis na identificagdo de variedades e no
auxilio para determinar se as novas variedades sdo essencialmente derivadas,

como previsto em lei.

2.3 Marcadores Isoenzimaticos

Embora a caracterizagdo de cultivares feita com base em caracteres
morfologicos continue sendo predominante e importante, as limita¢des deste tipo
de descritor tém gerado a necessidade da busca de outras alternativas. Surgiram
entdo os descritores baseados na analise de isoenzimas, os quais tém sido
utilizados em vérias espécies com éxito (Milach, 1998).

O termo isozima foi criado por Markert & Muller para descrever as
diferentes formas moleculares nas quais as proteinas podem existir, com a
mesma especificidade enzimatica, em um Unico organismo. O “Standing
Committe on Enzymes of the International Union of BiochemistryOrecomenda o
uso alternativo do termo isoenzimas (Webb, 1965).

Isoenzimas sdo encontradas em células de todos os organismos e podem
exercer seus efeitos em muitos niveis da organizacdo bioldgica. Nao sdo apenas

interessantes do ponto de vista estrutural ou funcional, mas também provas
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poderosas de mecanismos fundamentais, tais como regulagdo, transmissdo e
evolucdo dos genes. Além disso, pode fornecer subsidios aos mecanismos
moleculares de processos patologicos. O estudo das isoenzimas em vegetais teve
inicio com os trabalhos de Schwartz (1960), em milho. Foi inicialmente
conduzido em poucas instituicdes, tornando-se mais difundido quando
boténicos, fitopatologistas e melhoristas, entre outros, passaram a perceber suas
multiplas aplica¢des (Oliveira, 1983).

As enzimas podem ser separadas em diferentes formas moleculares por
meio de varios métodos bioquimicos, tais como cromatografia, sedimentacao,
eletroforese e sorologia. Entre esses, o da eletroforese em gel é o mais versatil e
facilmente aplicavel ao estudo de variagdes individuais em vegetais. A premissa
basica adotada ao se utilizar a técnica de eletroforese ¢ a de que diferencas na
mobilidade de proteinas sob um campo elétrico s@o resultantes de diferengas nas
seqiiéncias de nucleotideos do DNA que codificam tais proteinas. Assim,
assume-se que diferengas nos padrdes eletroforéticos das proteinas possuem uma
base genética e sao herdaveis (Murphy et al., 1990).

Dentre as vantagens da analise de isoenzimas citam-se os varios tipos de
materiais em diferentes fases de desenvolvimento que podem ser escolhidos para
analise eletroforética, tais como semente, plantula, raiz, folha, pdélen ou outros
tecidos vegetais (Marcon, 1986). As sementes constituem um excelente material
para analise de polimorfismo enzimatico, por serem relativamente faceis de
armazenar, normalmente ricas em proteinas e enzimas com elevada atividade e
sdo, geralmente, livres de metabolitos secundarios (fenois, taninos, etc.) os quais
podem interferir na resolug@o e na atividade enzimatica (Cheliak e Pitel, 1984,
citados por Alfenas, 1991).

Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998), marcadores isoenzimaticos

geralmente fornecem ampla informagdo genética para diversas aplicagdes, além
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da técnica ser relativamente de baixo custo ¢ tecnicamente acessivel, fator este
que ¢ limitante para varias outras.

O uso de técnicas eletroforéticas de proteinas tem sido sugerido na
identificag@o de cultivares e certificagdo da pureza genética, por se tratar de um
teste rapido, seguro e demandar pouco espago fisico. Profissionais de
companhias produtoras de sementes tém adotado tais técnicas para realizar
pesquisas e auxiliar nos testes de qualidade de seus produtos desde o campo até
a embalagem final (Martinez, 1990). Também de acordo com Kiang & Gorman
(1983), as isoenzimas se constituem em valiosos marcadores na identificagdo de
cultivares, em programas de certificacdo e testes de pureza em lotes de sementes.
Da mesma forma, Orman et al. (1991) referem-se a analise de isoenzimas como
uma ferramenta de alta utilidade na determinacdo da pureza genética de uma
planta alégama. Isoenzimas tem sido utilizada na analise de hibridos.

Muitas isoenzimas tém sido uteis para a separacdo de gendtipos de
varias espécies (Tanksley e Orton, 1983; Salgado, 2001). Analises
isoenzimaticas em arroz, assim como em outras espécies de plantas, tém
fornecido resultados relevantes em varias linhas de pesquisa, incluindo
mapeamento genético, regulacdo génica, genética do desenvolvimento e
evolugdo (Endo e Morishma, 1983). Segundo estes autores, os sistemas
enzimaticos das esterases ¢ fosfatases 4cidas tém sido os mais estudados em
arroz, sendo as esterases apontadas por Nakagahra et al (1975) como vantajosos
marcadores genéticos nessa cultura por serem de facil detec¢do e com atividade
enzimatica estavel.

Isoenzimas de esterase foram analisadas por Chuan (1987) em sementes
de arroz com a finalidade de identificar linhagens puras de hibridos. Este autor
conseguiu éxito nos seus resultados afirmando que as analises foram sensiveis,
apresentaram repetibilidade e foram ficeis de serem realizadas. As isoenzimas

de esterase t€m sido destaque na maioria dos estudos nessa area. Hofstee (1959),
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citado por Aung & McDonald (1995), afirma que as esterases estdo entre as
isoenzimas mais importantes envolvidas no processo de germinacdo em varias
espécies. Segundo esses autores, um grande grupo de enzimas hidroliticas,
incluindo esterases atuam liberando acidos graxos a partir de lipideos. Os acidos
graxos liberados sdo utilizados durante a B-oxidagdo, sendo utilizados como
fonte de energia durante o processo de germinacdo. As esterases possuem
atuacdo nos lipossomos onde alguns 4cidos graxos sdo originados; outros sdo
oriundos da membrana. Como causa, a degradagdo de lipideos da membrana por
esterases poderia resultar em danos a célula acarretando um aumento na
deterioracdo da semente. Porém, esses autores relatam que os aumentos ou
diminuicdo de esterases durante a degradacdo de sementes ainda ndo estdo
claramente elucidados. Por outro lado, esses autores afirmam que isoenzimas de
esterase que ndo estdo presentes em sementes secas poderdo ser sintetizadas de
novo a partir do inicio do processo de embebicao.

Além de esterases, varios outros sistemas isoenzimaticos tém sido
utilizados em estudos com arroz. Augustin (1997), que concluiu que a analise de
isoenzimas ¢ uma alternativa vantajosa na determinagdo de polimorfismo em
sementes de arroz, analisou dez gendtipos de Oryza sativa L., por meio da
analise dos sistemas enzimaticos de fosfoglucoisomerase, esterase e 6-
fosfogluconato desidrogenase, diferenciando sete gendtipos do total analisado.
Bonow (1999), avaliando dez genétipos de Oryza sativa L. pela analise de
isoenzimas de esterase, fosfatase acida, fosfoglucoisomerase, 6-fosfogluconato
desidrogenas, isocitrato desidrogenase e aspartato transaminase, observou
polimorfismo entre todos os materiais estudados. Glaszmann (1987) também
recomenda a utilizacdo da analise de isoenzimas para acessar diferengas entre
variedades de arroz. Esse autor analisou 1.688 variedades asiaticas de arroz

utilizando isoenzimas de catalase, shikimato desidrogenase, aminopeptidase,
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alcool desidrogenase, esterase, isocitrato desidrogenase e fosfatase acida e
dividiu as cultivares em seis grupos.

Varios trabalhos encontram-se disponiveis tratando de diferenciagdo
varietal e andlise genética em arroz pelo uso de diferentes sistemas
isoenzimaticos. Pode-se destacar os realizados por Chen et al. (1994), Pham et
al. (1990), Oliveira et al. (1993), Suh et al. (1997) e Guidolin (1994).

Entre os sistemas isoenzimaticos freqiientemente utilizados, além de
esterases que constituem um sistema complexo e heterogéneo, sdo importantes
os de 6-fosfogluconato desidrogenase, isocitrato desidrogenase (Goodman e
Stuber, 1987), leucina aminopeptidase, fosfatase 4cida, peroxidase (Inouye &
Hagiwara, 1980), fosfoglucoisomerase, glutamato oxaloacetato transaminase
(Bonow et al., 2001), entre outros que podem ser estudados com a finalidade de
identificar ou determinar a pureza genética em sementes. E importante ressaltar
que, nos estudos utilizando as isoenzimas como descritores para a caracterizacao
e identificagdo de cultivares ou determinagdo da pureza genética, as fungdes
bioquimicas passam a ter importancia secundaria, diferente de estudos
envolvendo qualidade fisiologica ou outros. Dessa maneira, qualquer sistema
isoenzimatico que preencha os requisitos de um marcador, principalmente
quanto a estabilidade, ¢ um potencial descritor.

Analises eletroforéticas, ndo somente de isoenzimas, mas também de
proteinas, tém fornecido resultados promissores na identificagdo de variedades
de arroz. Sengupta & Chattopadhyay (2000), analisando proteinas soliveis em
sementes de doze cultivares de arroz, distinguiram todas as variedades
baseando-se apenas nas diferengas qualitativas proporcionadas pelas bandas.
Além disso, esses autores consideraram como principais vantagens a rapidez e
facilidade dos procedimentos exigidos pela técnica.

Algumas limita¢des para o uso de isoenzimas como descritores sdo: o

numero de locos que sdo avaliados, o numero de alelos por loco, a variagdo dos
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padrdes em fungdo do tecido a ser avaliado, além da instabilidade com as
condigdes ambientais (Barros, 1998; Ferreira & Grattapaglia, 1998). Scandalios
(1974) elaborou uma revisdo sobre isoenzimas em plantas, mostrando alteragdes
em padrdes isoenzimaticos durante o desenvolvimento e diferenciacdo de
tecidos. Sobre o assunto, alguns fatos comuns as isoenzimas sdo encontrados
numa grande variedade de organismos; a) ocorréncia de isoenzimas distintas em
diferentes tecidos de um determinado organismo; b) presenga de algumas
isoenzimas em um certo estadio de desenvolvimento e auséncia em outros; c)
presencga de isoenzimas geneticamente idénticas em diferentes tecidos, mas em
quantidades varidveis. Ainda considera-se que, para se ter confianca estatistica
minima quanto a diversidade genética, seriam necessarios pelo menos de 10 a 20
locos polimoérficos segregando independentemente, cada um tendo, no minimo,
dois alelos. Isso nem sempre ¢ possivel para muitas espécies vegetais, dado o
limitado nivel de polimorfismo, que ¢ condicionado, entre outros fatores, pelo
seu modo de reproducio, base genética e tamanho do genoma (Barros, 1998).

Além dessas caracteristicas, Ferreira & Grattapaglia (1998) ainda
ressaltam outras limitagdes relacionadas as isoenzimas, como a ocorréncia das
isoenzimas conformacionais, devido as modificagdes pods-traducionais e a
dificuldade de interpretagdo dos zimogramas quando isoenzimas com
mobilidades eletroforéticas semelhantes representam os produtos de dois locos
distintos do mesmo sistema enzimatico

Algumas outras precaucdes sdo também importantes em estudos de
isoenzimas em vegetais, tais como o ambiente em que a planta se desenvolveu e
o estadio de desenvolvimento. Por meio de muitos estudos tem-se observado que
o metabolismo estd associado & adaptagdo das plantas as mudangas ambientais
(McCown et al., 1969). Peirce e Brewbaker (1973) ressaltam que a estabilidade
das isoenzimas dos diversos tecidos vegetais submetidos a condi¢cdes ambientais

distintas ¢ varidvel e que temperatura, fotoperiodo, nutricdo mineral, injaria
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mecanica e associacdes com microrganismos podem influenciar a expressao

isoenzimatica, comprometendo os resultados.

2.3.1 Estabilidade dos marcadores isoenzimaticos

Presenca de microrganismos nas sementes analisadas

Similarmente ao observado em sementes de espécies vegetais, os fungos
apresentam enzimas possiveis de serem detectadas por técnicas eletroforéticas.
Prova disso é que varios trabalhos t€m sido realizados com o objetivo de
detectar, caracterizar ou diferenciar fungos por analises de isoenzimas (Vieira,
1996; Alfenas 1998). Dessa maneira, no momento da caracterizagdo de
cultivares de espécies vegetais ¢ de fundamental importincia o cuidado da
realizacdo da andlise em tecidos ndo contaminados por fungos ou a analise de
sistemas isoenzimdticos que ndo sejam influenciados pela presenca de
microrganismos.

A influéncia dos fungos pode ocorrer por alteragdes bioquimicas nas
sementes infectadas, mudando assim o padrdo isoenzimatico original daquele
gendtipo, ou ainda, poderd influenciar pela presenca de isoenzimas oriundas dos
fungos presentes na amostra, alterando também o padrao original.

O efeito da presenca de fungos no metabolismo geral das plantas
envolvendo sistemas enzimaticos tem sido estudado por muitos autores. Burdon
e Marshall (1983) citaram estudos em cinco espécies envolvendo ataques
fungicos ocorridos em cevada (Sako & Stahmann et al., 1972), feijdo (Staples &
Stahmann, 1964), milho (Jeannings et al., 1969), amendoim (Cherry et al., 1974)
e ervilha (Reddy & Stahmann, 1975), sendo estudados um total de 19 sistemas

isoenzimaticos. Nesses estudos, isoenzimas de malato desidrogenase foram
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examinadas em quatro espécies e fosfatase acida, glucose 6-fosfodesidrogenase,
peroxidase e glucodesidrogenase em trés espécies. Os demais sistemas
isoenzimaticos foram estudados em uma ou duas espécies. Os resultados obtidos
nessas analises foram distintos. Bandas de malato desidrogenase aumentaram em
complexidade; glucose 6-fosfodesidrogenase e glucodesidrogenase nao sofreram
influéncia; peroxidases por vezes aumentaram em numero ¢ em intensidade e
por vezes ndo foram afetadas; isoenzimas de fosfatase 4cida por vezes
aumentaram ¢ por vezes diminuiram a atividade, dependendo do sistema
hospedeiro-parasita. Pode-se, a partir desses resultados, concluir que existe a
necessidade de estudos especificos para cada sistema isoenzimatico utilizado.

Em algumas pesquisas foi observado que perfis eletroforéticos de
proteinas extraidas de sementes podem ser modificados pela infecgdo de
microrganismos nas amostras. Cherry et al. (1974, 1975, e 1976), citados por
Burdon e Marshall (1983), observaram, em estudo da interagdo entre sementes
de amendoim viaveis e Aspergillus sp., que isoenzimas de liase aminopeptidade,
esterase, peroxidase, oxidases, catalase, entre outras, sofreram alteragoes. Ainda
segundo esses autores, enzimas extraidas de sementes de amendoim
permaneceram ativas durante a infec¢ao por Aspergillus, sendo que, em algumas
circunstancias, a intensificagdo de atividade foi correlacionada com enzimas
extraidas do micélio do fungo coletado da superficie de sementes infectadas.

Vieira (1996) concluiu que isoenzimas de fosfatase acida, catecol
oxidase, hexoquinase, enzima malica e esterase tiveram os perfis de bandas
influenciados pela presenca de fungos em sementes de algoddo. Porém,
isoenzimas de glutamato desidrogenase e glutamato oxaloacetato transaminase
ndo sofreram alteragoes.

Brandao Junior (1996) relatou que o uso de marcadores bioquimicos
permitiu avaliar sensiveis diferencas relacionadas & acdo de microrganismos

associados ao processo de deterioragdo em sementes de milho. O referido autor
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encontrou variagdes nos perfis eletroforéticos de proteinas e isoenzimas em
fun¢do do processo deteriorativo em sementes de milho, provocado pela
presenga de microrganismos, confirmando a possivel interferéncia dos fungos
nesse tipo de analise. Outro exemplo foi os resultados encontrados por Silva
(1997), quando observaram a interferéncia de microrganismos nos padroes
isoenzimaticos de sementes de milho infectados por Aspergilus flavus, Fusarium
moniliforme e Penicillium spp. Esses promoveram alteracdes nos padrdes
isoenzimaticos de malato desidrogenase, esterase, fosfatase acida, peroxidase e
glutamato oxaloacetato transaminase e Aspergilus flavus, que promoveu
alterag@o nos padrdes de isoenzimas de alcool desidrogenase

Burdon & Marshall (1983) fizeram uma revisdo de varios estudos
realizados sobre modificagdes em sistemas enzimaticos causados pela presenga
de fungos em tecidos vegetais. Esses autores concluiram que tais alteragdes
poderiam ser resultantes de um mecanismo de defesa das células ou, ainda, por
outro lado, poderia ser uma conseqiiéncia da infec¢do de microrganismos. Estes
autores questionaram o poder discriminatorio em estudos de enzimas quando
estes sdo baseados somente em sistemas enzimaticos, como esterase, peroxidase
ou fosfatases.

Em funcdo da estabilidade de alguns sistemas em sementes ser
influencada pela presenca de fungos, existe a necessidade de estudos nesse
aspecto, para garantir precisdo ¢ confiabilidade ao uso de marcadores

1soenzimaticos como descritores.

Isoenzimas em sementes armazenadas

Em algumas pesquisas tem sido mostrado que sementes envelhecidas

podem sofrer alteracdes no seu metabolismo bioquimico quando comparadas
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com sementes recém-colhidas. As alteragdes podem ocorrer pelo aumento ou
reducdo da atividade das enzimas nas sementes. Zhou et al. (2002) comprovam
essa afirmativa quando descreveram que a atividade de alfa amilase, beta
amilase, peroxidase e catalase, assim como proteinas soliveis em arroz,
diminuem significativamente durante o armazenamento, ao contrario da
atividade de proteases, lipases e lipoxigenases que aumentam durante o
armazenamento.

Priestley (1986) reforca a hipotese da ocorréncia de alteragdes
bioquimicas durante o envelhecimento. Esse autor associou a perda de algumas
formas de isoenzimas, tais como peroxidase, fosfatase acida, esterase e
aminopeptidase, com o envelhecimento severo de um grupo de espécie de
sementes.

Tsuzuki et al. (1994) trabalhando com sementes de dez cultivares de
arroz sugeriram que, fatores como a temperatura e & umidade relativa do ar
durante o armazenamento, afetam a atividade de varias enzimas, principalmente
das que participam da hidrolise de lipideos como as esterases.

Na andlise de isoenzimas de sementes envelhecidas ¢ necessario
destacar que o envelhecimento artificial ndo acarreta as mesmas alteragdes no
sistema bioquimico das sementes do que o causado pelo envelhecimento natural
(Gelmond et al., 1978). Isso ocorre devido ao envelhecimento artificial causado
por tratamento a alta temperatura ¢ umidade causar efeitos diferentes do que o
envelhecimento natural a baixa temperatura (Rajagopal & Sem-Mandi, 1992).

Trabalhando com sementes de arroz envelhecidas artificialmente,
Rajagopal & Sem-Mandi (1992) encontraram alteragdes no nimero de bandas de
fosfatase dcida em sementes envelhecidas. Estes resultados sdo refor¢ados pelos
encontrados por Branddo Junior (1996), que concluiu que o envelhecimento
acelerado durante 72 horas acarreta alta atividade de fosfatase acida. Porém,

Spinola et al. (2000), correlacionaram negativamente a atividade de fosfatase
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acida com os provaveis efeitos deteriorativos provocados pelo envelhecimento
artificial de sementes de milho. Estes autores observaram ainda que isoenzimas
de peroxidase também diminuiram sua atividade com o envelhecimento, porém
isoenzimas de malato desidrogenase ndo sofreram alteragdes com o
envelhecimento.

Pela andlise das variacdes eletroforéticas em proteinas e isoenzimas de
esterase, fosfatase acida e glutamato oxaloacetato transaminase em sementes
secas e germinadas de soja e cevada submetidas ao envelhecimento acelerado,
foi observado que os perfis eletroforéticos sdo especificos para cada espécie e
que isoenzimas sdo Uteis como marcadores no acesso a qualidade de sementes.
Nessa pesquisa, nas duas espécies estudadas ocorreu um aumento do nimero de
bandas em isoenzimas de esterase e glutamato oxaloacetato transaminase para
sementes secas envelhecidas. Esses resultados foram citados por Aung e
McDonald (1995), que encontraram resultados distintos a esses quando
avaliaram isoenzimas de esterases em sementes de amendoim de baixa, média e
alta qualidade e concluiram que ocorre perda da atividade de esterases durante o
armazenamento de sementes. Porém, se as sementes forem embebidas,
isoenzimas de esterases sdo novamente sintetizadas.

Vieira (1996), trabalhando com sementes de algodoeiro, analisou
isoenzimas de sementes envelhecidas artificialmente por 0, 96, 120 ¢ 168 horas.
Concluiu que isoenzimas de fosfatase acida, malato desidrogenase e esterase
apresentaram aumento de atividade com o aumento do tempo de envelhecimento
artificial. Porém, 6-fosfogluconato desidrogenase, hexoquinase, peroxidase e
fosfoglucose isomerase apresentaram reducdo de atividade, enquanto que as
enzimas 4alcool desidrogenase, glutamato desidrogenase, glutamato
desidrogenase e glutamato oxaloacetato transaminase ndo tiveram seus padroes

alterados.
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Em fungdo do exposto, verifica-se que a qualidade fisiologica das
sementes pode alterar os padrdes isoenzimdticos em sementes, o que deve ser
considerado quando marcadores bioquimicos sdo utilizados na caracterizag@o de

cultivares.

2.4 Marcadores microssatélites

Marcadores moleculares baseados na andlise do DNA tém sido
considerados extremamente uteis para a caracterizacdo de genotipos. A
caracterizagdo pode ser utilizada na discriminagdo de cultivares, na
determinacdo da pureza genética em lotes de sementes e na associagdo dos
marcadores a caracteristicas de interesse para uso em programas de
melhoramento genético (Ni et al., 2002).

Dentre as vantagens desse tipo de marcador, destacam-se a ndo
influéncia do ambiente e do estadio fisiologico da planta, a ndo apresentagao do
efeito pleiotropico e o fornecimento de um nimero ilimitado de polimorfismo
distribuido aleatoriamente ao longo de todo o genoma (Vasconcelos, 1995;
Lanza et al., 2000). Como cada individuo possui uma composi¢do Unica de
seqiiencias de DNA em seu genoma, os marcadores moleculares podem gerar
um padrdio inico ou uma impressio digital genética (“genetic fingerprintQ) que
pode ser utilizada na identificacdo e discriminagdo dos individuos (Grattapaglia
e Ferreira, 1996).

Varios tipos de marcadores moleculares estdo disponiveis para a
avaliagdo genética de cultivares. Estes incluem RFLP (Botstein et al., 1980),
RAPD (Welsh e McClelland, 1990; Williams et al., 1990), AFLP (Vos et al.,
1995) e microssatélites (Tautz, 1989). Entre estes marcadores, os de segunda

geracdo, microssatélites e AFLPs tém sido mais eficientes do que os de primeira
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geragdo, RFLP e RAPD. Quanto ao polimorfismo gerado, os microssatélites sdo
considerados os mais eficientes (Gupta et al., 2003).

Microssatélites sdo seqiiéncias com 1 a 6 nucleotideos de comprimento,
repetidas em tandem ao longo da molécula de DNA. Estes locos, altamente
polimorficos, sdo flanqueados por seqiiéncias geralmente conservadas e foram
denominados SSR (sequéncia simples repetida). Eles sdo abundantes e dispersos
aleatoriamente pelo genoma. Regides contendo SSR sdo amplificadas
individualmente pela técnica de PCR, utilizando-se um par de primers
especificos. Cada microssatélite constitui um loco genético altamente varidvel,
multialélico, possuindo o mais elevado conteudo informativo de polimorfismo
entre os marcadores atualmente disponiveis (Ferreira & Grattapaglia, 1996;
Holton, 2001).

Os microssatélites sdo especialmente adequados para avaliacdo da
diversidade genética entre cultivares com estreita base genética, como o arroz
(Akagi et al., 1997). Zhou e Gustafson (1995) determinaram a variacdo genética
entre 57 cultivares de arroz pela analise de microssatélites, encontrando alto
nivel de polimorfismo, concluindo que esta técnica, quando comparada a outros
tipos de marcadores, € mais simples ¢ sensivel na detecg@o da variacdo genética.
Também Garland et al. (1999) utilizaram dez microssatélites para analisar 43
cultivares de arroz, tendo todas as cultivares sido individualizadas a0 menos por
um microssatélite. O contetido informativo por marcador (PIC) variou de 0,62 a
0,92.

Ni et al. (2002) avaliaram 111 microssatélites em 38 cultivares de arroz.
Esses autores encontraram 753 alelos, variando de 1 a 17 alelos por
microssatélite, com média de 6,8. Entretanto, para a andlise de agrupamento
foram utilizados apenas 30 marcadores, os quais eram polimorficos. Foi possivel

a individualizagdo de todos os genoétipos avaliados, sendo esses separados em
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dois grupos, um com as cultivares da subespécie indica e outro da subespécie
japdnica, objetivo principal do referido estudo.

Ravi et al. (2003), analisaram 45 genoétipos de arroz, utilizando 38 pares
de primers microssatélites ¢ 36 primers RAPD. Foi observado um alto nivel de
eficiéncia no agrupamento de cultivares de conhecido grau de parentesco,
quando da anélise dos microssatélites. Além disso, em varios outros trabalhos
foi demonstrado o poder discriminatério dos marcadores baseados na andlise de
microssatélites. Podem-se citar os realizados por Zhou et al. (2003), Davierwala
et al. (2000), Chen et al. (2002) e Davierwala et al. (2000b).

Nos trabalhos acima citados foram utilizados marcadores microssatélites
os quais poderiam ser encontrados em regides codificadoras e ndo codificadoras
do genoma e sdo denominados SSR gendmicos. Entretanto, segundo Gupta et al.
(2003), recentemente, a énfase na area dos marcadores moleculares tem sido no
uso de EST-SSR, os quais sdo obtidos pela utilizacdo de ferramentas de
bioinformatica, sendo derivados de ESTs (Expressed Sequence Tags) ou
genomas completos sequenciados. Esses marcadores sao utilizados para analise
de regides expressas do genoma. EST-SSR oferecem as seguintes vantagens
sobre os marcadores genomicos: a) detectam variacdo na por¢do expressa do
genoma, assim podem ter uma perfeita associagdo com genes de interesse; b)
podem ser desenvolvidos sem custo a partir de bases de dados de ESTs e ¢) uma
vez desenvolvidos, esses marcadores, diferentemente dos gendmicos, podem ser
usados com sucesso em espécies relacionadas.

Segundo Federizzi (1998), para a eficiente utilizagdo de marcadores
moleculares, esses devem preencher alguns pré-requisitos: o marcador de DNA
deve co-segregar ou estar proximamente ligado ao gene de interesse; a técnica
deve ser reproduzivel entre os diferentes laboratérios; deve ser eficiente para
avaliar um grande nimero de gendtipos como rotina; ser de custo acessivel para

uso rotineiro nos programas e ainda de facil execugdo. Dentre os requisitos
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citados, os microssatélites gendomicos utilizados nos trabalhos anteriormente
mencionados, preenchem a todos, com exce¢do ao primeiro, a0 menos em altas
percentagens, em que o marcador deve co-segregar ou estar proximamente
ligado ao gene/caracteristica de interesse. Os microssatélites gendmicos sao
determinados aleatoriamente no genoma, independente de marcarem regides
expressas ou ndo, com pequena probabilidade de estarem proximos a genes de
interesse. Ao contrario disso, marcadores EST-SSR sdo situados em regides
expressas do genoma.

Em arroz, vérios projetos de sequenciamento do genoma estdo sendo
desenvolvidos ou ja finalizados, como os conduzidos pelo IRGSP (“International
Rice Genome Sequencing Project(), pela Monsanto e pela “Beijing Genomics
InstituteQ) As seqiiéncias dos genomas de arroz encontram-se disponiveis em
bancos publicos de dados (Yu et al., 2002).

O avancado estagio em que se encontram esses projetos permitiu que, por
meio da utilizagdo da bioinformatica, fossem determinadas inimeras regides
expressas no genoma do arroz, sendo essas denominadas EST, as quais sdo
seqiiéncias em que se encontram genes e também microssatélites (Goff et al.,
2002). Atualmente, mais de 104.000 ESTs ja estdo disponiveis nos bancos de
dados. Além disso, mais de 32.000 genes ja foram localizados pelo IRGSP no
genoma do arroz (Goff et al., 2002; Yuan, 2001). A utilizacdo da bioinformatica
também permite, nestas regides sequenciadas do genoma, a identificagdo de
microssatélites e as seqiiéncias que os flanqueiam. Segundo estudos realizados
pela Syd (Syngenta draft sequence), citado por Goff et al. (2002) ja foram
identificadas mais de 48.000 regides de DNA repetitivo potencialmente
utilizaveis como microssatélites no genoma do arroz.

McCouch et al. (2002) a partir de bases de dados de clones de BAC e
PAC utilizados no seqiienciamento genético do arroz e desenvolveram 2.240

marcadores microssatélites distribuidos aleatoriamente no genoma do arroz.
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Gupta et al, (2003) estudaram ESTs no genoma do trigo, encontrando
proximo de 900 microssatélites, sendo desenhados primers para 72 deles. Esses
foram empregados na caracterizagdo de 52 genotipos de trigo. No estudo desses
autores foi concluido que EST-SSR foram superiores a outros marcadores,
principalmente por fornecer estimativas mais aproximadas entre diversidade
fenotipica e diversidade genética, além de possuirem alto nivel de
transferabilidade, pois situam-se em regides conservadas do genoma. Essa
caracteristica, por vezes, leva esses marcadores a apresentarem menor
polimorfismo quando comparados a marcadores microssatélites gendmicos e
AFLPs (Varshney et al., 2002). Esses autores ainda destacaram que uma das
grandes vantagens dos EST-SSR ¢ a facilidade de desenvolvimento dos primers,
pois, um dos maiores problemas enfrentados para a utilizagdo de microssatélites
genomicos ¢ a necessidade da construgdo de uma biblioteca gendmica. Esse
processo ¢ de alto custo, laborioso e nem sempre fornece resultados esperados,
gerando microssatélites com baixa ou nenhuma amplificacdo, além de locos
monomorficos.

Para a cultura do arroz, a localizagdo de microssatélites e o
desenvolvimento de primers em regides codificadas de interesse sdo muito uteis
para os programas de melhoramento genético. Podem-se destacar, como regides
de interesse no genoma, as ligadas aos genes “mads box() Os “mads boxOsio
um grupo de genes os quais estdo envolvidos em varios aspectos do
desenvolvimento das plantas, incluindo aqueles relacionados ao
desenvolvimento de meristema, época de florescimento, identidade floral,
desenvolvimento de orgdos florais, fertilidade do polen, desenvolvimento do
ovulo e varias outras caracteristicas relacionadas a estruturas florais (Causier et
al., 2002), sendo assim muito uteis na determinacdo da variabilidade genética

entre as cultivares.
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Dessa maneira, pode-se destacar que os EST-SSR permitem a
caracteriza¢do de cultivares com a finalidade de identificacdo de cultivares,
determinacdo da pureza genética em lotes de sementes, além de medir a
diversidade genética para utilizagdo em programas de melhoramento (Ni et al.,

2002).
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CAPITULO 2

CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DE CULTIVARES DE ARROZ
VISANDO A CERTIFICACAO DA PUREZA GENETICA

RESUMO

BONOW, Sandro. Caracterizacdo morfolégica de cultivares de arroz
visando a certificacio da pureza genética. 2004. Cap. 2, 36 p. Tese
(Doutorado em Fitotecnia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

O interesse pela caracterizagdo de cultivares tem aumentado significativamente
nos ultimos anos. O motivo principal tem sido a crescente necessidade de
protecdo de cultivares comerciais em mercados econdmicos cada vez mais
competitivos, além da preocupagdo por parte das empresas do setor sementeiro
em distribuir lotes de sementes com alta pureza genética. Para isso sdo
fundamentais a correta distingdo e identificagdo de cultivares. O presente
trabalho teve por objetivo avaliar a eficiéncia dos descritores morfolégicos, na
caracterizagdo de cultivares comerciais de arroz, servindo como suporte as
empresas produtoras na identificagdo de cultivares, assim como as exigéncias da
Lei de Protecdo de Cultivares. Foram caracterizadas as cultivares de arroz
Carisma, IAC 202, Confianca, Douraddo, Guarani, Primavera, Canastra e
Caiapd. O presente estudo consistiu de dois experimentos, o primeiro conduzido
em casa de vegetacdo no Departamento de Agricultura da Universidade Federal
de Lavras, quando os genotipos foram caracterizados utilizando-se dos
descritores morfologicos recomendados para o registro e prote¢do de cultivares.
O segundo experimento foi conduzido em uma area de producao de sementes da
Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais e consistiu na identificacao,
por parte de avaliadores, de sementes de arroz contaminantes propositalmente
distribuidos junto as cultivares em estudo. Concluiu-se que os descritores

" Comité Orientador: Dra. Edila Vilela de Resende Von Pinho (Orientadora),
Dra. Maria das Gragas Guimaraes Carvalho Vieira,— UFLA, Dr. Ben
Vosman PRI/WUR e Dra. Eva Choer - EMBRAPA. Dr. Antonio
Alves Soares — UFLA, Dr. Antonio V. Rodrigues — EPAMIG.
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morfologicos sdo uteis, porém, ndo suficientes para a caracterizagdo e
diferenciacdo de cultivares de arroz. As caracteristicas morfologicas observadas
em sementes e plantas apds a antese sdo as mais adequadas para a caracterizacao
e diferenciacdo de cultivares. Os gendtipos de arroz de sequeiro apresentam
grande similaridade morfologica.
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ABSTRACT

BONOW, Sandro. Morphological characterization of rice -cultivars;
application to genetic purity certification. 2004. Cap. 2, 36 p. Thesis
(Doctorate in Plant Science) — Federal University of Lavras, Lavras, MG."

The interest of cultivar characterization has increased in the last years. The main
reason, has been the necessity of protection of varieties in competitive market,
further the crescent preoccupation of the seed companies that want to produce
and to sell seeds with higher quality, it includes the higher genetic purity. For it
the correct cultivar identification is fundamental. This study had the objective to
evaluate the efficiency of morphological markers as descriptors, in commercial
rice cultivas, to be useful in cultivar identification for the seed companies, as
well as, to fulfill the requirements for the cultivar protection Law. The cultivars
characterized were Confianga, IAC 202, Carisma, Primavera, Guarani,
Douradao, Canastra and Caiap6. This study consisted of two experiments. One
of them was conducted in green house, when the varieties were characterized
based on morphological descriptors recommended for the protection cultivar
law. The other experiment was done in a seed production field and consisted in
the identification of rice contaminants seeds distributed among the cultivars
studied. The identification was done for three evaluators. The results allowed the
following conclusions; the morphological descriptors are useful, but not enough
to the characterization and discrimination of upland rice cultivars, the
morphological characteristics in seeds and plants after the anthesis are the more
suitable to the characterization and discrimination and also the upland rice
genotypes have high morphological similarity.

" Guidance Committee: Dra. Edila Vilela de Resende Von Pinho (Major
Professor), Dra. Maria das Gragas Guimardes Carvalho Vieira,—
UFLA, Dr. Ben Vosman PRI/WUR, Dra. Eva Choer - EMBRAPA,
Dr. Antonio Alves Soares — UFLA, Dr. Antonio V. Rodrigues —
EPAMIG.
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1 INTRODUCAO

O arroz é um dos cereais mais cultivados no mundo, juntamente com o
milho e o trigo, representando mais de 50% da produgdo agricola.
Aproximadamente um ter¢co da populagdo mundial depende do arroz como fonte
de mais de 50% das calorias que consomem (Goff et al., 2002). Na América
Latina, o Brasil ¢ o maior produtor, sendo responsavel por aproximadamente
88% da produgdo de arroz do Mercosul (Riggato & Kolz, 1998). A elevada
produgdo de arroz no Brasil e no mundo deve-se a alta tecnologia empregada
pelos agricultores, associado ao alto potencial genético das cultivares utilizadas,
o qual foi alcancado nos programas de melhoramento genético de arroz
(Guidolin, 1993).

Para que todo esforco realizado pelos melhoristas em incorporar as
novas caracteristicas diferenciais as cultivares possa ser desfrutado pelos
agricultores, é necessario que as sementes, que sdo a “ponteO entre os
melhoristas ¢ os agricultores, sejam repassadas com alta qualidade aos
produtores. Esse fato tem levado as institui¢des de pesquisa a busca cada vez
maior de sementes de arroz com alta qualidade para atender a crescente demanda
dos agricultores por cultivares melhores adaptadas, mais produtivas e com
menor custo de produgdo. Do mesmo modo, as empresas produtoras de sementes
procuram monitorar todas as etapas do processo produtivo visando um produto
com alta pureza genética, fisica, fisiologica e sanitaria.

A selegdo de sementes com alta pureza varietal € o primeiro passo em
direcdo a obtencdo da semente de alta qualidade (Peske e Barros, 1998), sendo
para isso necessaria a correta identificacdo das cultivares por meio de suas
caracteristicas particulares. No Brasil, a identificacdo de cultivares ¢ realizada,

na maioria das vezes, pelo uso de descritores morfologicos.
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Além do aspecto relacionado ao controle de qualidade de sementes, o
interesse pela caracterizagdo de cultivares tem aumentado significativamente nas
ultimas décadas. O motivo principal é a crescente necessidade de protecdo de
cultivares comerciais em mercados economicos cada vez mais competitivos
(Milach, 1998). Segundo Bailey (1983), as exigéncias da lei de protecdo de
cultivares adicionaram uma consideravel importancia ao conceito de distingdo
varietal.

No Brasil, a Lei de Protecdo de Cultivares n°. 9.456, sancionada em 25
de abril de 1997, abriu uma nova perspectiva e interesse na protecdo e
langamento de materiais genéticos (Milach, 1998). Os descritores oficiais
prescritos nessa lei sdo baseados em caracteristicas morfologicas. Assim, a
caracterizagdo de cultivares, procedimento fundamental quando do lancamento
de uma nova cultivar, baseia-se no detalhamento de sua morfologia e envolve o
maior numero possivel de descritores. Apesar de seu grande uso, algumas
limitag¢des tém colocado em duvida a eficiéncia desses marcadores.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a eficiéncia dos descritores
morfolégicos em cultivares comerciais de arroz, visando a identificacdo de

cultivares e a certificagdo da pureza varietal.

2 MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos experimentos durante as safras 2000/2001 e
2001/2002. Nesses experimentos foram analisadas as cultivares de arroz de
sequeiro Carisma, IAC 202, Confianga, Douraddo, Guarani, Primavera, Canastra
e Caiapd, cuja genealogia encontra-se na Tabela 1. Foram utilizadas sementes

genéticas do Programa de Melhoramento de Arroz da EPAMIG/UFLA
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(Empresa de Pesquisa Agropecuéria de Minas Gerais ¢ Universidade Federal de

Lavras).

TABELA 1. Genealogia das oito cultivares comerciais de arroz de sequeiro
utilizadas na pesquisa. UFLA, Lavras, MG, 2004.

Cultivar Genealogia

Carisma CT7244-9-1-5-3/CT6196-33-11-1-3 x CT6946-2-5-3-3-2-M
IAC 202 Lemont x TAC 25

Confianga IAC 164 x Rio Verde (IRAT 216)

Primavera IRAT 10 x LS 85 - 158

Guarani TIAC 25 x 63-68

Douradao TAC 25 x 63-83

Canastra T0x939-107-2-101-1B/(Colémbia 1 x M 312 A)// Tox1780-2-1-1P-4
Caiapo IRAT13/Beira Campo/CNA x 104-B-18Py-2B/Pérola

O experimento realizado na safra 2000/2001 foi conduzido em casa de
vegetagdo, no Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras
por meio do qual objetivou-se a caracterizagdo das cultivares de arroz.

Para tanto, a semeadura foi realizada em vasos plasticos com capacidade
para 4,5 kg de solo. Como substrato foi utilizada a mistura solo:areia, no qual
foram semeadas seis sementes por vaso, sendo realizado posteriormente um
desbaste, deixando-se duas plantas por vaso. Foi utilizado o delincamento
inteiramente casualizado, com quatro repeticdes para cada cultivar. Cada
repeticdo constava de um vaso com duas plantas. Foi realizada irrigacdo sempre
que necessario e aduba¢do com micro e macronutrientes, segundo recomendacao
de Soares et al. (1994).

Os descritores morfologicos avaliados foram os para o registro e protegdo de
cultivares, as quais estdo listadas a seguir, além de outros julgados aptos, os
quais foram selecionads durante as avaliagdes, nos diferentes estadios de

desenvolvimento das plantas.
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Descritores avaliados

1) Folha

1.1) Cor da folha — a coloragdo do limbo e bainha foi observada no inicio do
aparecimento das paniculas. As folhas foram classificadas como verde-claro,
verde, verde-escuro, purpura na ponta, purpura na margem, purpura ou purpura

somente na bainha.

1.2) Comprimento do limbo — foi tomada a distancia, em cm, entre o colar ¢ a

extremidade da pentlltima folha, no inicio da floragao.

1.3) Largura do limbo — foi tomada a maior largura da pentltima folha, no inicio

da floragao.

1.4) Pubescéncia do limbo — foi observada entre o emborrachamento e a emissao

da panicula e classificada como ausente, escassa, média ou forte.

1.5) Cor da auricola - foi observada na penualtima folha, entre o
emborrachamento e a antese completa e classificada como verde-claro ou

purpura.

1.6) Cor da ligula — foi observada na pentltima folha, na fase entre o

emborrachamento e a antese completa e classificada como incolor a verde ou

purpura.

1.7) Angulo da folha bandeira — foi observado o angulo formado em relagio ao
colmo, na antese: ereto < 30°; intermediario, entre 31 e 60°; horizontal, entre 61°

e 90° descendente > 90°.
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2) Colmo

2.1) Comprimento — foi tomada a medida, em cm, do colmo principal, do nivel

do solo ao no ciliar da panicula. Foi realizada a partir do enchimento dos graos.

2.2) Espessura — foi medido, em mm, o didmetro da parte mediana do colmo

principal, realizada durante a antese.

2.3) Angulo dos afilhos — foi observado durante o enchimento dos grios.

Classificado em ereto, < 30°; intermediario — 30 a 60°, aberto > 60°.

2.4) Cor do internddio — observado no inicio da floragdo. Classificado como

verde claro, dourado claro, estrias parpuras ou purpuras.

2.5) Coloragdo de antocianina (purpura) nos nds - observada entre o inicio do
enchimento e o final da fase leitosa dos graos. Classificada como ausente ou

muito fraca, fraca, média, forte ou muito forte.

3) Numero de dias para emissdo da panicula — contabilizados da semeadura a

50% das paniculas emergidas.

4) Panicula
4.1) Comprimento — medida a distancia, em cm, do n6 ciliar a ultima espigueta

da panicula, a partir do enchimento dos graos.

4.2) Tipo — as paniculas foram classificadas de acordo com o angulo das
ramificagdes primarias durante a maturagdo. Classificadas em compacta,

intermediaria ou aberta.
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4.3) Exser¢do — foi avaliada a distancia entre o colar da folha bandeira e o n6

ciliar. Realizada durante o enchimento dos graos.

Completa — no ciliar distante 5 cm ou mais do colar da folha bandeira;
Média — no ciliar entre 1 ¢ 5 cm do colar da folha bandeira;

Justa — no ciliar situado no mesmo nivel do colar da folha bandeira.

4.4 — Degrane - foi determinada a percentagem de graos debulhados apos
pressionar levemente a panicula com a mao. O degrane foi considerado dificil
quando menos de 25% dos grdos da panicula foram removidos; intermediario
com 25% a 50% dos graos removidos; facil quando mais de 50% dos gréos

foram removidos.

4.5 — Presenga e distribuicao das aristas — a presenca de aristas foi observada
apos o enchimento dos graos. As sementes foram classificadas por apresentarem
aristas “somente na pontaQ “1/4 superiorQ, “1/2 superiorQ “2/3 superiorOe

“toda extensdoQ

4.6 — Comprimento das aristas — essa caracteristica foi observada apods o
enchimento dos graos e classificada como ausente ou muito curta, curta, média,

longa ou muito longa.

5 — Espigueta
5.1 — Cor do estigma — foi observada na antese e classificada como branca,

verde-claro, amarelo, puirpura-claro ou purpura.

5.2 — Pubescéncia das glumelas — observada durante a maturagdo e classificada

como ausente ou muito fraca, fraca, média ou forte.
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5.3 — Cor do apiculo

5.3.1 — Na floracao: observada durante a antese. Foi classificada como branca,
verde, amarela, marrom, vermelha, purpura ou preta.
5.3.2 — Na maturagdo: observada durante a maturagdo dos graos, foi classificada

como branca, amarela, marrom, vermelha, purpura ou preta.

5.4 — Cor das glumelas — observada no final da maturag@o. Foi classificada como
palha, dourada, ponto ou manchas marrons, estrias marrons, marrom,
avermelhada a purpura clara, manchas purpuras, estrias purpuras, purpura ou

preta.

5.5 — Cor das glumas estéreis — observada no final da maturagdo. Foi

classificada como palha, dourada, vermelha ou ptrpura.

6 — Ciclo cultural — foi contabilizado o periodo entre a semeadura ¢ maturagao
completa. As cultivares foram enquadradas como com ciclo muito curto, curto,

médio, longo ou muito longo.

7 — Graos
7.1 — Peso de 100 sementes — foram pesadas 10 amostras de grdos e ajustadas as

umidades para 13%. Foi medido em gramas.

7.2 — Comprimento do grdo — determinado em sementes inteiras descascadas,

ndo polidas, tomadas ao acaso. Foi medido em mm.

7.3 — Forma do grdo descascado — foi classificada com base na relagdo
comprimento/largura dos graos descascados, ndo polidos em: arredondado (C/L
menor que 1,50), semi-arredondada (C/L entre 1,50 e 2,00), meio alongada (C/L
entre 2,01 e 2,75), alongada (C/L entre 2,76 e 3,50), muito alongada (C/L maior
que 3,50).

48



7.4 — Cor do grao descascado — foi observado apds o descascamento das
sementes e antes do polimento. Os graos foram classificados em uma das

seguintes classes: branca, pardo-claro, parda, vermelha, ptrpura.
7.5 — Comprimento dos graos com casca — ap6s a colheita foi medido em mm.
7.6 — Largura do grao com casca - apos a colheita, foi medido em mm.

7.7 — Espessura do grao com casca - apds a colheita, foi medido em mm.
7.8 — Relagdo comprimento/largura com casca - apos a colheita, foi medido em

mm.

Para a analise estatistica dos dados quantitativos foi utilizado o teste de
Scott Knott 1%, pelo “softwareOSisvar, Versdo 4.0 (Ferreira, 1999).

O experimento na safra 2001/2002 foi instalado na area experimental da
EPAMIG, Lavras, utilizaram-se os descritores recomendados para o registro e
protecao de cultivares, para fins de certificacdo da pureza varietal.

Foi utilizado o delineamento de blocos casualizados, com quatro
repeticdes, sendo cada parcela constituida por uma linha de cada cultivar e cada
linha possuia 100 plantas com valores entre 0% e 20% de contaminagdo de uma
segunda cultivar (Tabela 2). O espagamento entre plantas foi de 0,20 m e entre
linhas 0,50 m. A selecdo das cultivares contaminantes ocorreu conforme
recomendagdo dos melhoristas do Programa de Melhoramento Genético de arroz
UFLA/EPAMIG.

Durante a semeadura, a localizacdo das sementes das cultivares
contaminantes foi marcada com estacas. Apos o desbaste, as estacas foram
retiradas e o controle da posicdo das plantas contaminantes foi feito por meio de

um croqui.
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TABELA 2. Cultivares contaminantes utilizadas na certificagdo da pureza
genética das diferentes cultivares. UFLA, Lavras, MG, 2004.

Cultivar Contaminante
Carisma IAC 202

IAC 202 Canastra
Confianga Canastra
Primavera Carisma
Guarani Douradao
Douradéo Primavera
Canastra Carisma
Caiapo Canastra

Ao final de cada parcela a ser avaliada, foi instalada uma linha com
quinze plantas da cultivar predominante na linha, com o objetivo de facilitar a
identificagdo das contaminantes.

As avaliag¢des foram realizadas por trés avaliadores que desconheciam a
percentagem de contaminagdo, apenas sabendo da percentagem maxima possivel
presente em cada linha.

As plantas foram avaliadas individualmente e o avaliador apontava
aquelas julgadas contaminantes. As plantas foram avaliadas aos 40, 80, 100 e
120 dias apds a semeadura. A cada avaliagdo, foram expostas aos avaliadores as
caracteristicas previstas como descritores. Os avaliadores também consideraram
outras caracteristicas que julgaram importantes para diferenciar as cultivares.

Além das avaliagdes no campo, as sementes foram avaliadas em
laboratério. Para esta avaliagdo, as sementes foram dispostas lado a lado em
folhas de papel, numeradas e foi utilizado o mesmo delineamento, numero de
repeticdes e percentual de contaminantes utilizado no campo.

Foram calculadas as percentagens de acerto e erro com base nos
resultados obtidos das avaliagdes. A percentagem de acerto foi calculada pelo
quociente entre a freqiiéncia observada e a freqiiéncia esperada, multiplicado por

cem. No calculo da percentagem de erro foram consideradas as plantas
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contaminantes que ndo foram identificadas pelos avaliadores e as ndo
contaminantes que foram identificadas como contaminantes. O somatorio dessas
plantas foi dividido pelo nimero total de plantas na parcela e multiplicado por
cem.

Foi calculado o desvio padrio da média dos resultados nas quatro
repeticdes obtidas pelos trés avaliadores, conforme Gomes (1987).

Para verificar a significancia dos desvios ocorridos entre os resultados
obtidos pelos avaliadores foi utilizado o teste qui-quadrado (y°). Neste teste, os
desvios foram transformados em um unico valor de 2, representando a medida
padronizada da magnitude dos desvios (Ramalho et al., 2000).

O valor de A* foi estimado pela seguinte expressao:

x* =X (Fo—Fe)’/Fe
sendo:
- Fo: freqiiéncia observada de contaminantes

- Fe: freqiiéncia esperada de contaminantes

Os dados de freqiiéncia esperada e observada foram obtidos da média de

quatro repeti¢des para cada avaliador.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Experimento safra 2000/2001 — caracterizagdo de cultivares

Pelos resultados obtidos na caracterizacdo dos genotipos em casa de
vegetagdo, baseados nos descritores recomendados para o registro e prote¢do de
cultivares, Tabelas 3 e 4, observou-se que pela caracteristica cor da folha ndo foi
possivel verificar diferencas entre os genétipos estudados. Pois a cor verde foi

presente em todas as cultivares. Quando realizada a diferenciagdo das cultivares
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TABELA 3. Caracterizagdo morfologica de oito cultivares de arroz de sequeiro. UFLA, Lavras-MG, 2004.

Canastra Primavera Carisma Guarani Caiapo Douradao Confianga IAC 202
Cor folha Verde Verde Verde Verde Verde Verde Verde Verde
Pubescéncia do limbo Ausente Ausente Ausente Forte Ausente Ausente Ausente Ausente

Cor auricula

Cor ligula

Angulo da folha bandeira
Angulo dos afilhos

Cor do internddio
Antocianina nos nos
Dias emissdo da panicula
Tipo de panicula
Exser¢do da paniculas

Degrane

Presenca das aristas
Comprimento das aristas
Cor estigma (espiguetas)
Pubescencia glumelas

Cor apiculo na floragdo
Cor apiculo maturagdo
Cor glumas estéreis

Cor do grao descascado
Forma do grio descascado

Ciclo cultural

Verde-claro

Incolor a verde

Ereto

Ereto
Verde-Claro
Ausente

55
Intermediaria
Média
Intermediario
Microaristas
Curta

Branca
Ausente
Verde

Verde

Palha

Branca
Alongado
Médio

Verde-claro

Incolor a verde

Ereto

Ereto
Verde-claro
Ausente

40

Aberta
Meédia
Intermediario
Ausente
Ausente
Branca
Ausente
Marrom
Marrom
Palha
Branca
Alongado
Curto

Verde-claro

Incolor a verde

Ereto

Ereto
Verde-claro
Ausente

50
Intermediaria
Média
Intermediario
Ausente
Ausente
Amarela
Ausente
Parpura
Marrom
Palha

Branca
Alongado
Curto

Verde-claro

Incolor a verde

Ereto

Ereto
Verde-claro
Ausente

43
Intermediaria
Meédia
Intermediario
Microaristas
Curta

Branca

Forte

Verde
Marrom
Palha

Branca
Alongado
Curto

Verde-claro

Incolor a verde

Ereto

Ereto
Verde-claro
Ausente

54
Intermediaria
Média
Intermediario
Ausente
Ausente
Branca
Ausente
Parpura
Marrom
Palha

Branca
Alongado
Médio

Verde-claro

Incolor a verde

Ereto
Ereto
Verde-claro
Ausente
40
Compacta
Média
Facil
Ausente
Ausente
Amarela
Ausente
Branca
Amarelo
Palha
Branca
Alongado
Curto

Verde-claro

Incolor a
verde
Ereto

Ereto
Verde-claro
Ausente

43

Intermediaria

Média
Intermediari

o
Ausente

Ausente
Branca
Ausente
Verde
Marrom
Palha
Branca
Alongado
Médio

Verde-claro

Incolor a verde

Intermediario
Ereto
Verde-claro
Ausente

38
Intermediaria
Justa

Intermediario

Y superior
Média
Branca
Ausente
Verde
Marrom
Palha
Branca
Alongado
Curto
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TABELA 4. Caracteristicas morfoldgicas quantitativas de oito cultivares de arroz de sequeiro. UFLA, Lavras, MG, 2004.

Cultivar Comprimento do Largura do Comprimento do Comprimento da  Espessura do Peso 100
limbo (cm) limbo (cm) colmo (cm) panicula (cm) colmo (cm) sementes (gr)

Guarani 42,0B 1,28 C 61,0 B 18,88 A 0,63 C 18,88 B
Primavera 39,0 B 1,14B 68,3 B 22,13 B 0,48 B 22,13C
Douradao 48,0 B 1,26 C 62,0 B 20,60 B 0,45B 20,60 C
Canastra 240 A 1,13B 52,0 A 16,93 A 0,38 A 1693 A
Caiap6 39,0 B 1,35C 61,5B 18,00 A 0,45B 18,00 B
IAC 202 32,0A 1,28 C 46,0 A 16,37 A 0,38 A 16,38 A
Carisma 25,0 A 0,93 A 54,0 A 16,28 A 0,40 A 16,28 A
Confianca 32,0 A 1,30 C 48,0 A 17,88 A 0,40 A 17,88 B
F (Tratamento) 7,27 9,63 7,75 12,61 20,7 12,61

CV (%) 18,06 7,35 9,86 6,36 8,17 6,36

Letras ndo comuns na coluna indicam diferencas significativas pelo teste de Scott-Knott a nivel de 1%



por essa caracteristica alguns cuidados devem ser tomados, pois ocorre variagao
da cor da folha de acordo com o nivel de nitrogénio disponivel no solo. A
tonalidade da cor da folha ¢ alterada, principalmente nas folhas mais jovens. Em
solos férteis em nitrogénio, as folhas adquirem tonalidade verde-escuro, ao
contrario dos solos mais pobres, onde apresentam tonalidade verde-claro
(Fonseca et al., 2002).

O comprimento do limbo variou entre as cultivares, de 48 cm na cultivar
Douraddo a 24 cm na cultivar Canastra. As cultivares foram separadas em dois
grupos. Porém, apesar dessas diferencgas, essa caracteristica ¢ pouco estavel, pois
ocorreu consideravel variacao entre as plantas da mesma cultivar. Em relagdo a
largura do limbo, as medidas foram relativamente similares entre as cultivares,
com excegdo da ‘CarismaOe ‘TAC 2020 porém, em todas as cultivares ocorreu
variacao entre folhas dentro de uma mesma cultivar. As caracteristicas do limbo,
comprimento e largura das folhas dificilmente poderdo servir para identificar
plantas atipicas em uma lavoura, devido a variacdo observada entre plantas da
mesma cultivar.

Por outro lado, a pubescéncia no limbo foi considerada um excelente
descritor, pois, aos quinze dias apds a semeadura, foi possivel diferenciar a
cultivar Guarani das demais, por essa ser a unica cultivar a apresentar
pubescéncia no limbo. A glabrescéncia da folha e da casca do grdo ¢ controlada
por um gene recessivo duplicado, ou seja, o g/-1 ¢ gl-2 e 0o meio ambiente nio
afeta sua expressdo. Assim, essa ¢ uma caracteristica estavel, podendo a sele¢ao
para essa caracteristica ser realizada nas geragdes iniciais, a partir de F,. A
pubescéncia da folha ¢ dominante sobre a condi¢ao glabra (Soares, 1997).

Por meio da cor da auricola, assim como da ligula, ndo foi possivel
separar as cultivares analisadas. A cor da auricola foi verde-claro e da ligula

incolor a verde em todos os gendtipos.
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O angulo da folha bandeira foi classificado como ereto, menor que 30°
em relacdo ao colmo, em todas as cultivares estudadas, com excecdo da ‘IAC
2020 que apresentou angulo intermediario. Essa caracteristica é determinada
pelo mesmo gene do nanismo, observando-se assim um efeito pleiotropico para
essas caracteristicas. O carater folha ereta ¢ controlado por um gene recessivo
simples, sendo altamente hereditario (Soares, 1997), porém Grist (1983) afirma
que a heranga do angulo das folhas ¢ uma caracteristica poligénica. O angulo dos
afilhos foi classificado como ereto menor que 30°, em todas as cultivares.
Segundo Fonseca et al. (2002), os dngulos da folha bandeira e dos afilhos sdo
caracteristicas inerentes a cultivar e raramente sdo modificados pelo ambiente.

O comprimento do colmo, caracteristica que separou as cultivares em
dois grupos (Tabela 4), esta relacionada com o porte da planta. Assim, cultivares
de porte alto, médio ou baixo diferem no comprimento do colmo. Por exemplo,
a cultivar IAC 202, de porte baixo, com colmo medindo em torno de 46 cm, por
outro lado a cultivar Caiap6, de porte alto, com colmo medindo em torno de 64
cm. Essa ¢ outra caracteristica muito influenciada pelo ambiente, principalmente
pelas altas dosagens de nitrogénio (Fonseca et al., 2002). Essa influéncia
também ocorre na espessura do colmo, o que, por vezes, pode comprometer o
seu uso como descritor, embora o porte da planta possa ser utilizado na
comparagdo de cultivares em mesmo ambiente.

Fonseca et al. (2002) afirmaram que as caracteristicas morfoldgicas do
arroz agrupam-se em caracteristicas constantes (qualitativas) e varidveis
(quantitativas); as primeiras sdo aquelas que definem a espécie ou a variedade e,
geralmente, sdo controladas por poucos genes, apresentam alta herdabilidade e
ndo se alteram por influéncia do ambiente. As caracteristicas variaveis,
controladas por varios genes, apresentam baixa herdabilidade e sdo influenciadas
pelas condi¢cdes ambientais, podendo ser consideradas como resultante da acdo

do meio ambiente sobre o genodtipo.
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A cor do interndédio foi similar, verde-claro, em todas as cultivares
estudadas. Segundo Soares (1997), na auséncia de antocianina, o internédio
apresenta coloracdo verde ou amarela. Nos cruzamentos envolvendo ambas as
coloragdes, verifica-se que o carater tem controle monogénico, sendo a cor
amarela recessiva. Fonseca et al. (2002) afirmam que esta caracteristica ¢ pouco
influenciavel pelo ambiente.

Nao foi observada a presenga de antocianina nos nés do colmo em todas
as cultivares. A coloragdo dos nés do colmo por antocianina ¢ determinada pela
acdo conjunta dos genes basicos nos locos C e A com alelo Pn (Soares, 1997).

A caracteristica, dias para emissdo da panicula, variou de cultivar para
cultivar, sendo esta caracteristica muito importante na definicdo do ciclo. As
cultivares precoces, médias e tardias diferenciam-se pela duracdo da fase
germinativa até a floragdo, ou seja, durante o estadio vegetativo (Soares, 2001).
Essa caracteristica ¢ influenciada pela temperatura e fotoperiodo. Acredita-se
que, durante a conducgdo do experimento, o ciclo das cultivares foi acelerado,
devido a alta temperatura na casa de vegetacao.

O comprimento da panicula separou as cultivares em dois grupos. Essa
caracteristica pode ser influenciada pelo ambiente e dificilmente, em um campo
de produgdo, seria decisiva para diferenciagdo de cultivares. Segundo
Chandraratna (1964), no arroz, hd uma alta correlacdo positiva entre
comprimento da panicula e altura da planta e ha a suposi¢do de que os poligenes
que governam a altura exergcam um efeito pleiotropico sobre o comprimento da
panicula. Investigacdes sobre heranga do comprimento da panicula revelam o
mesmo tipo de acdo génica aditiva, como ocorre para altura de planta.
Resultados similares foram encontrados por Oliveira et al. (1993), trabalhando
com cultivares brasileiras e japonesas. Esses autores concluiram que caracteres
como altura de planta, comprimento e largura da folha bandeira e comprimento

da panicula ndo permitiram a diferenciacdo dos dois grupos de cultivares.

56



Pelo tipo de panicula foi possivel separar as cultivares em trés grupos,
‘Caiap6Q) ‘CanastraQ) ‘ConfiangaQ) ‘GuaraniO e ‘CarismaO com panicula
intermediaria; ‘DouraddoOapresentou panicula compacta e ‘Primavera() aberta.
Embora essa caracteristica tenha permitido a discriminagdo de algumas
cultivares, a ocorréncia de estiagens na época da emissdo e na floragdo causam
mudangas fisiolégicos a planta de arroz, influenciando o comportamento dessa
caracteristica (Fonseca et al., 2002).

A excercdo das paniculas foi classificada como justa na cultivar IAC
202 e média em todas as outras. Esses resultados discordam dos publicados por
Bastos (2000) para a cultivar IAC 202, que detectou excercdo intermedidria e
dos publicados por EPAMIG (199-) que afirmam que a cultivar Carisma possui
excercdo completa. Essa discordancia pode ser explicada pela influéncia do
ambiente sobre essa caracteristica, principalmente nas fases de emissdo da
panicula e floracdo (Fonseca et al., 2002).

O degrane foi classificado como facil na cultivar Douradido e
intermediario nas demais, ou seja, nessas, quando a panicula era pressionada
levemente com as maos, 25% a 50% dos grios eram degranados. Esses
resultados discordam dos encontrados por EPAMIG (1997) para a cultivar
Canastra, que foi classificada como apresentando degrane facil. O degrane ou
debulha depende do grau de aderéncia da espigueta a seu pedicelo (Soares,
1997). Jeannings et al. (1981) acreditam que o degrane seja controlado por um
sO gene e, geralmente, considerado como dominante, embora, em alguns casos,
tenha ocorrido o inverso. Além disso, seja qual for o modo de heranga, o estadio
de maturacdo e o meio ambiente influem acentuadamente no grau de degrane.
Os diversos graus de degrane sdo geneticamente independentes das demais
caracteristicas importantes e podem combinar-se com qualquer uma delas.
Fonseca et al. (2002) afirmam que o degrane da panicula ¢ afetado pela

intensidade da brusone no pedunculo e nas ramificagdes no periodo de floragdo.
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O degrane ¢ também influenciado pela época de colheita; plantas de arroz que
permanecem no campo por muitos dias apds a maturidade fisiologica
apresentam maiores perdas e, conseqilientemente, maior degrane.

E importante ressaltar que a avaliagdo de alguns descritores ¢ dificultada
pela auséncia de um padrio de classificacdo dentro de cada descritor.

A presenca das aristas foi observada nas cultivares Canastra, Guarani e
IAC 202, sendo na ‘CanastraQclassificada quanto ao comprimento como curta e
na cv. IAC 202 como média. O comprimento das aristas nessas cultivares ndo
foi estavel apresentando sementes aristadas e ndo aristadas. Soares (1997) afirma
que, freqiientemente, ¢ observada variacdo acentuada no desenvolvimento da
arista, ndo so dentro da mesma planta, mas também dentro da panicula. Jennings
et al. (1981) citam que dois ou trés genes dominantes controlam a presenca das
aristas e que os cruzamentos de cultivares parcialmente aristadas com ndo
aristadas diferem em apenas um gene. Além disso, esses autores também
afirmam que fatores ambientais influenciam com freqiiéncia na presencga e
quantidade de aristas no &pice da panicula. Estes resultados sdo confirmados por
Menezes & Romero (1996), que afirmam que a arista € uma caracteristica de
dificil uso na identificagdo varietal em laboratério, pois de acordo com os
descritores, as cultivares aristadas podem também apresentar sementes semi-
aristadas ou microaristadas. Essa dificuldade torna-se maior na avaliagdo em
laboratério devido & quebra parcial ou total das aristas durante o beneficiamento.

A cor do estigma nas cultivares Douraddo e Carisma foi amarela,
enquanto que em todas as outras cultivares foi branca. Destaca-se nessa
caracteristica a dificuldade em diferenciar estigmas brancos de verde-claro e
amarelo, devido a proximidade das cores, além da influéncia da luminosidade na
defini¢do da cor no momento da avaliacao.

A pubescéncia das glumelas estava presente apenas na cultivar Guarani.

Essa observacdo reforca a afirmativa de Jennning et al. (1981) de que plantas
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que possuem limbos pubescentes também possuem as glumelas pubescentes,
sendo estas caracteristicas controladas por um gene recessivo duplicado.
Menezes & Romero (1996), trabalhando com 22 cultivares de arroz irrigado, as
distinguiram pela pilosidade nas glumelas em dois grupos. Esses autores
consideraram que, pela falta de estabilidade, ¢ comum aparecerem misturas
fisicas entre os grupos, fato que levou os 6rgdos responsaveis pelo sistema de
producdo de sementes fiscalizadas no Rio Grande do Sul a admitirem
determinado nivel de mistura, sem considerar contaminagdo varietal. Isso
dificulta o uso da pilosidade das glumelas como caracteristica para a
identificagdo varietal, o que pode ser confirmado pela descricdo da cultivar
Douradao quando ¢é prevista a presenca de até 0,5% de graos pilosos (EPAMIG,
1987).

A cor do apiculo foi um descritor importante para diferenciacdo das
cultivares. Quando observada na flora¢do, a cultivar Primavera apresentou
apiculo marrom, tendo essa cor sido mantida na maturacdo das sementes. A
cultivar Douradao apresentou cor do apiculo branco na floragdo ¢ amarelo na
maturacdo; ‘GuaraniQ) ‘ConfiancaOe ‘IAC 2020apresentaram apiculo verde na
floragdo e marrom na maturagio; ‘CarismaQOe ‘Caiap6éQOapresentaram apiculo de
cor purpura na floracdo e marrom na maturacdo. Trata-se de uma caracteristica
muito util na diferenciacdo de cultivares, pois, com base nesse descritor, os
gendtipos estudados puderam ser divididos em cinco grupos de acordo com a
combinac¢do de cores do apiculo na floragdo e maturagdo. Segundo Soares
(1997), a manifestacdo do carater apiculo colorido é conferida pela interacdo de
alelos nos locos C e A. Quando o genétipo ¢ homozigoto para ¢, ndo ha
formagdo de qualquer pigmento, entretanto, se for homozigoto para a, ndo ha
formagdo de antocianina, mas em combina¢io com os alelos Cz ¢ C*, uma
coloragdo amarelo-tostado pode se desenvolver na maturacdo. Menezes &

Romero (1996) consideraram essa caracteristica util e de facil identificacdo,
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embora salientassem que, para as cultivares de arroz recomendadas para o estado
do Rio Grande do Sul, esta caracteristica ¢ pouco usada nos laboratdrios de
analises de sementes, devido a auséncia de pigmentagdo no apiculo por ocasido
da maturacdo.

As cultivares Caiap6 ¢ Carisma apresentaram antocianina na base dos
colmos, caracteristica essa verificada durante o perfilhamento. Porém, essa
pigmentacao ndo foi observada quando da instalagdo do experimento em campo,
provavelmente devido a influéncia do ambiente. A pigmentagdo por antocianina,
embora ndo esteja relacionada com caracteres econdmicos e de qualidade de
graos, tem recebido muita ateng@o para a descri¢do de cultivares (Jennings et al.,
1981). A heranca da pigmentacdo de antocianina ¢ bastante complexa devido a
existéncia de /ocos duplicados, série alélica multipla para um mesmo /oco,
fatores inibidores, diferengas sutis na tonalidade e intensidade de cor entre
genotipos, variagdo nos estadios de crescimento e o efeito acentuado de fatores
ambientais, como, por exemplo, a luz, sobre o desenvolvimento da cor.

A cor do grio descascado foi classificada como branco em todas as
cultivares. O ciclo cultural permitiu diferenciar as cultivares em dois grupos
distintos, com ciclo médio e curto. Porém, variagdes no ciclo podem ocorrer
devido a época de semeadura e condi¢des climaticas (Fonseca et al., 2000).

Quanto a analise morfologica de sementes, foram observadas diferengas
significativas, no minimo, em trés cultivares por carracteristica.

O comprimento dos grdos com glumelas diferenciou a cultivar
Confianga, com o menor comprimento entre todas as demais; ja o comprimento
sem glumelas permitiu a separacdo das cultivares em trés grupos, um com as
cultivares Guarani, Primavera e Douraddo, o segundo com as demais cultivares
com exce¢do da cv. Confianga que constituiu o terceiro grupo.

A diferenciagdo pela caracteristica de largura das sementes permitiu o

agrupamento das cultivares em quatro grupos (Tabela 4), sendo considerada uma
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caracteristica de facil determinagdo. Estes resultados confirmam os encontrados
por Menezes & Romero (1996), segundo os quais as sementes de algumas
cultivares de arroz foram identificadas visualmente com facilidade. Assim,
concluiram que a dimensdo largura € uma caracteristica ttil na identificagdo
varietal, quando se tratar de mistura entre as sementes com variagdes neste
componente.

A caracteristica espessura dos graos permitiu a separagdo das cultivares
em dois grupos (Tabela 5). Essa caracteristica, devido as pequenas diferengas de
medida, na pratica ¢ de dificil utilizagdo para a determinacdo da diferenciagdo de
cultivares e para certificagdo da pureza varietal de um lote de sementes.
Conclusdo similar foi encontrada por Menezes & Romero (1996) quando
trabalharam com essa caracteristica na separagdo varietal de arroz, afirmando
que a espessura ndo mostrou diferencas significativas entre as cultivares que a
credenciassem como caracteristica util na distingao varietal.

A caracteristica peso de grdos foi a que melhor separou os materiais,
sendo formados cinco grupos. Maeda et al. (1995) consideraram os fatores
comprimento, largura e massa fresca de sementes como excelentes descritores
para a diferenciacdo de cultivares. Porém, Chandraratna (1964) indica que o
peso dos graos é controlado por aproximadamente 10 genes. Menezes & Romero
(1996) concluiram que, apesar das diferengas encontradas no peso de mil
sementes entre as cultivares, ndo foi possivel identificar as cultivares por meio
dessa caracteristica, uma vez que a mesma, além da determinagdo genética, pode
ser influenciada pelas condigdes climaticas e/ou manejo, variando
consideravelmente entre lotes. Assim alguns cuidados devem ser tomados

quando esta caracteristica for utilizada.
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TABELA 5. Caracteristicas morfoldgicas das sementes de oito cultivares de arroz de sequeiro. UFLA, Lavras, MG, 2004.

Com glumelas Sem glumelas
Cultivar Comprimento Largura Espessura  Comp/larg Peso 100  Comprimento Largura Comp/larg
(cm) (cm)

Guarani 0,98 A 0,29D 0,22 A 341 B 3,39D 0,76 C 0,27D 2,80 A
Primavera 0,97 A 0,23 A 0,20 B 4,15 D 2,72C 0,75C 0,21 A 3,57 D
Douraddo 0,97 A 0,30D 0,22 A 3,24 A 3,52E 0,75C 0,26 D 2,83 A
Canastra 0,94 B 0,27C 0,21 B 3,50 B 2,73C 0,72 B 0,23 B 3,08 B
Caiap6 0,92B 0,28 D 0,23 A 323 A 2,78 C 0,68 B 0,25C 2,72 A
IAC 202 0,92B 0,23 A 0,20 B 3,90 C 2,36 B 0,70 B 0,22 A 3,20 C
Carisma 0,92B 0,22 A 0,20 B 4,07 D 2,44B 0,72 B 0,22 A 329 C
Confianga 0,81 C 025 B 021B 3,16 A 2,15A 0,63 A 0,22 A 2,88 A
F (Tratamento) 44,55 75,04 8,37 68,80 488,25 60,13 51,97 53,69
CV (%) 1,76 2,45 2,62 2,69 1,57 1,60 2,84 2,62

Letras ndo comuns na coluna indicam diferengas significativas pelo teste de Scott-Knott a nivel de 1%



Quanto a forma dos grdos, caracteristica recomendada como descritor de
cultivares na Lei de Protecdo de Cultivares, a maioria das cultivares foi
enquadrada como alongada. Somente a cultivar Primavera foi classificada como

muito alongada e a Caiapé como meio alongada (Tabela 6).

TABELA 6. Classificagdo da forma e cor de sementes de arroz. UFLA, Lavras,

MG, 2004.

Cultivar Forma do griao Cor das glumelas
Canastra Alongada Palha

Primavera Muito alongada Palha

Carisma Alongada Palha

Guarani Alongada Palha

Caiapo Meio alongada Palha

Douradao Alongada Dourada
Confianca Alongada Dourada

IAC 202 Alongada Palha

Em relagdo a cor das glumelas foi observada a cor dourada para as
cultivares Douradao e Confianga; as demais cultivares foram classificadas como
palha (Tabela 5), sendo essa caracteristica de facil observagdo visual, fato este
também mencionado por Menezes & Romero (1996).

A caracterizagdo morfologica realizada até o estadio de antese foi pouco
eficiente, sendo o niimero de marcadores polimoérficos encontrado considerado
baixo. Os marcadores mais valorosos observados nessa pesquisa ocorrem apos
esse periodo.

Destacamos, a partir dos resultados obtidos, que as caracteristicas de
pubescéncia do limbo, dias para emiss@o da panicula, tipo de panicula, excercio

das paniculas, presenga de aristas, pubescéncia nas glumelas, cor do apiculo e
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caracteristicas das sementes sdo as que fornecem as melhores caracteristicas
diferenciais entre as cultivares. Porém, ¢ importante salientar que a diferencia¢do
ocorre com a analise, ndo de apenas uma, mas de um conjunto de caracteriticas.
Além disso, a comparacdo deve ocorrer entre cultivares desenvolvidas sob o

mesmo ambiente.

3.2 Experimento safra 2001/2002

Os resultados médios de acertos e erros obtidos durante a certificagdo da
pureza varietal no experimento na safra 2001/2002 estdo apresentados na Tabela
6.

Na avaliagdo realizada aos 40 dias ap6és a semeadura, a maior
percentagem de acertos, 86% e a menor percentagem de erros, 3,8%, foram
observadas para a cultivar Guarani. Essa alta percentagem de acerto foi obtida
pela presenca de acentuada pubescéncia no limbo desde os estadios iniciais de
desenvolvimento das plantas da cultivar Guarani. Para as demais cultivares foi
observado baixa percentagem de acerto, devido a grande similaridade
morfologica existente entre as plantas das cultivares avaliadas. Assim, com
excecdo da cultivar Guarani, nenhuma outra apresentou caracteristica que a
distinguisse da contaminante. O mais baixo percentual de acertos, 3,6%, ocorreu
para a cultivar Canastra, para a qual a contaminante foi a cultivar Carisma.

Aos 80 dias apos a semeadura, a percentagem de acerto das plantas
contaminantes na cultivar Guarani foi a menor, 6,6%, assim como a maior
percentagem de erro, 17,3%. Esse resultado ndo foi esperado, pois a pilosidade
do limbo das folhas da cultivar Guarani ¢ caracteristica inerente a cultivar. Nessa
fase, a maior percentagem de acerto, 60,7% e a menor de erro, 8,2%, foram

observadas para a cultivar Carisma. Segundo os avaliadores, as caracteristicas
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que melhor propiciaram a diferenciacdo das cultivares nessa fase foram altura
das plantas, cor de folha, angulo da folha bandeira, porte da planta e estddio de
desenvolvimento.

Observa-se na Tabela 7, que, com excegdo da cultivar Guarani, em todas
as outras cultivares ocorreu aumento da percentagem de acertos com o
desenvolvimento das plantas, porém, a similaridade morfologica e a conseqiiente
dificuldade de distin¢do das contaminantes sdo evidenciadas nesses resultados.

Na avaliag@o aos 100 dias apo6s a semeadura, com exce¢do das cultivares
Caiap¢ e Carisma (Tabela 7), todas as contaminantes das outras cultivares foram
diferenciadas com maior percentagem de acerto do que na avaliagdo anterior.
Nessa fase, a maioria das cultivares encontrava-se na fase de floragao,
facilitando a diferenciagdo, pois o nimero de caracteres a serem observados era
bem maior que em fases anteriores. Os avaliadores consideraram, nessa fase, as
caracteristicas da época de floragdo, ciclo e nas cultivares precoces, cor do
apiculo, forma do grdo, cor da panicula, além das caracteristicas observadas nas
fases anteriores. Também foi observado que, em dias com alta luminosidade, a
caracteristica de cor da folha tornava-se de dificil avaliagdo, o que dificultava a
diferenciacdo das cultivares.
Para a cultivar Canastra, foi observada a maior percentagem de acerto, 64,1%,
contrastando com os resultados observados na fase anterior em que a
percentagem de acertos foi de 7,7%. A explicacdo para essa diferenca esta no
estadio de desenvolvimento em que a cultivar se encontrava durante as
avaliacdes. Aos 80 dias, encontravam-se no final da fase vegetativa e aos 100
dias na fase de floracdo, sendo diferenciada mais facilmente da sua
contaminante, a cultivar Carisma. A menor percentagem de acerto ocorreu para
a cultivar Caiap6, com apenas 23,1%. Atribuem-se esses resultados ao ciclo da

cultivar Caiapd, que ¢ mais tardio, estando, aos 100 dias, no estadio vegetativo,
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TABELA 7. Resultados, acerto e erro, de plantas contaminantes, determinado por trés avaliadores, com base em
caracteristicas morfologicas em diferentes épocas de avaliagdo. UFLA, Lavras, MG, 2004.

Epoca de avaliagdo

Cultivar Dias ap6s semeadura
Sementes 40 80 100 120
Canastra % acerto 949+ 1,5 3,6 +3,6 7,7+2,6 64,1 +19,9 86,5+7,9
% erro 1,0+0,3 12,8 +1,7 16,3 +1,7 10,5+49 3,9+09
Primavera % acerto 63,7+ 39,2 51+ 1,9 18,0 + 15,8 25,7+ 19,5 12,7 +10,9
% erro 6,6 +5,2 15,0+4,3 16,1 +4,6 17,2 +4,6 189+7,3
Carisma % acerto 77,7+ 9,1* 8,0+ 3,7 60,7+ 13,9 48,4 +7.4 80,2 +12,8
% erro 2,0+04 17,3 +3,1 8,2+21 11,6 + 1,9 6,1 +20
Guarani % acerto 86,9 + 16,8 86,0+ 12,8 6,6 +7,6 53,8 +24,7 78,8 +3,0
% erro 1,9+2,5 38+ 1,6 173+2,4 9,4 +6,9 7,0+5,2
Caiapo % acerto 943+ 5,3 8,8+ 3,7 54,2 + 8,1 23,1 +14,9 753+ 143
% erro 1,5+0,9 13,6 +2.4 8,9+2,6 159+1,5 33+23
Douradio % acerto 882+ 4,6 14,4 + 8,6 396 + 12,8 474 +254 452+ 18,2
% erro 1,6 +04 9,6 +1,7 8,9+3,2 7,7+6,4 58+ 1,0
Confianga % acerto 81,3+ 1,9 9.8+ 4,0 21,8+ 3.5 434+ 6,6 66,0+ 17,3
% erro 33+1.2 17,8 +1,3 14,7+ 3,0 149+ 3,1 53+29
TIAC 202 % acerto 90,5 + 3,1 13,6 +6,5 26,3 +10,7 26,3 +9,4 74,8 + 12,1
% erro 5,1+2,6 11,8+1,9 12,8+ 0,1 16,0 +0,9 34+09

* Desvio padrdo da média



assim como a contaminante, cultivar Canastra, com ciclo semelhante, o que
provavelmente dificultou a diferenciagdo.

Aos 120 dias apds a semeadura foram observadas, para a maioria das
cultivares, as maiores percentagens de acerto desde a fase de germinacdo. A
contaminante da cultivar Canastra foi a melhor identificada, com 86,5% de
acerto. Estes resultados foram proximos aos encontrados em ‘CarismaQ) ‘IAC
2020 ‘GuaraniOe ‘CaiapoQ A menor percentagem de acerto foi verificada na
cultivar Primavera, ocorrendo diminuicdo na percentagem de acerto quando
comparada a avaliacdo aos 80 dias. Acredita-se que isso possa ser explicado pelo
fato da cultivar Primavera apresentar ciclo curto, assim como a Carisma, sua
contaminante. Essas cultivares, nesta fase, encontravam-se em final de ciclo,
dificultando a diferenciag@o. Essa afirmativa foi comprovada com a anélise de
sementes, persistindo a mais baixa percentagem de acerto.

Os maiores niveis de acertos de contaminantes foram observados com os
descritores analisados em sementes, com percentuais superiores aos detectados
durante o ciclo vegetativo. Exceg¢do foi observada para a cultivar Carismana
qual, aos 120 dias foram observados 80,2% de acerto e, por ocasido da analise
de sementes, foram observados 77,7% de acerto.

A maior percentagem de acerto na identificagdo de contaminantes em
sementes ocorreu na cultivar Canastra, quando 94,9% das contaminantes foram
identificadas. A menor percentagem de acertos em sementes foi observada na
cultivar Primavera, quando 63,7% das contaminantes foram indicadas
corretamente.

Quando analisados os dados de acerto e erro comparando todas as fases
de avaliagdo, pode-se afirmar que os contaminantes foram melhor identificados
quando analisados em sementes maduras. Nas avaliagdes em campo, a cultivar
Guarani foi a que obteve a melhor diferenciacdo da sua contaminante, cv.

Douraddo, nas primeiras fases de desenvolvimento vegetativo. A cultivar

67



Primavera, em todas as fases de avaliagdo, pareceu ser a de mais dificil
diferenciacdo em relagdo a sua contaminante, cultivar Carisma, apresentando as
menores percentagens de acerto.

Com base nos resultados da Tabela 7, pode-se afirmar que para a
identificagdo de contaminantes, com excecdo da cultivar Guarani, quanto mais
avancado estiver o estddio de desenvolvimento das plantas, maiores sdo as
possibilidades de identificacdo de contaminantes. Até o inicio da antese, as
cultivares sdo muito similares morfologicamente, o que torna a identificagdo de
contaminantes muito dificil, sendo necessario o auxilio de testes de natureza
bioquimica ou molecular. Os estddios tardios em que sdo observadas as
caracteristicas diferenciais sdo uma das principais desvantagens dessa classe de
marcadores, pois, para a obtengdo dos resultados, demandam muito tempo
comparado a outros marcadores.

Na Tabela 8 estdo apresentados os resultados do qui-quadrado aplicado
aos dados encontrados pelos avaliadores. Na analise de sementes maduras, assim
como nos demais estadios de desenvolvimento, os resultados do qui-quadrado
foram significativos para a cultivar Primavera.

Na avaliacdo realizada aos 40 dias, a exce¢do da cultivar Guarani, € aos
80 dias a excegdo da Cultivar Carisma, para todas as outras, os resultados do
qui-quadrado foram significativos. Aos 100 dias, apenas para a cultivar Canastra
os resultados ndo mostraram significAncia. Aos 120 dias, ‘DouraddoQ
‘ConfiancaOe ‘PrimaveraOapresentaram significancia; para todas as outras, 0s
desvios foram aceitos como sendo ao acaso.

E importante esclarecer que, quando ocorreu a significancia dos desvios
na avaliagdo, significou que os erros ndo foram ao acaso e, sim, a outras causas

como, por exemplo, a auséncia de caracteristicas morfoldgicas diferenciais.
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O grande numero de desvios significativos observados na Tabela 8§,
indica que, nesses periodos, os marcadores morfolégicos ndo foram adequados

para a diferenciag@o das cultivares, dentro dos niveis de significancia propostos.
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TABELA 8. Resultados do teste qui-quadrado (%) aplicados aos dados de
identificagdo de contaminantes, em varias épocas de avaliacdo,
obtidos por trés avaliadores. UFLA, Lavras, MG, 2004.

Epoca de avaliagao

Cultivar
Dias apds semeadura
Sementes 40 80 100 120
Avaliador
1 0,03 7,5 6,59 3,33 0,49
Canastra 2 0,06 6,59 6,15 0,23 0,03
3 0,07 7,02 6,12 0,74 0,35
Xz 0,16NS 21,11%* 18,86%* 4,30NS  0,87NS
1 0,21 7,07 5,38 7,08 8,00
Primavera 2 0,33 7,56 7,52 2,08 2,23
3 7,17 7,53 2,56 5,06 6,16
Xz 7,71% 22,16** 15,46%* 14,22%*  16,39%*
1 0,36 9,28 3,85 4,01 0,02
Carisma 2 0,78 8,47 1,10 2,22 0,95
3 0,24 8,34 0,96 2,20 0,83
Xz 1,38NS 26,09%* 5,91INS 8,43* 1,80NS
1 0,00 0,03 9,75 6,36 0,58
Guarani 2 0,03 0,12 0,75 1,08 0,43
3 1,82 1,22 7,52 0,99 1,17
Xz 1,85NS 1,37NS 18,02** 8,43* 2,18NS
1 0,02 6,97 3,75 5,84 0,20
Caiapo 2 0,02 6,48 1,73 3,00 0,60
3 0,52 8,29 1,51 7,83 1,86
Xz 0,56NS 21,74%* 6,99* 16,67*%*  2,66NS
1 0,11 4,39 4,30 5,77 3,40
Douradao 2 0,30 2,51 6,15 0,94 1,75
3 0,50 4,39 2,80 0,61 1,45
Xz 0,91INS 11,29%* 13,25%%* 7,32% 6,60*
1 0,47 9,94 8,09 3,99 1,39
Confianga 2 0,74 8,54 5,50 2,39 1,80
3 0,33 9,82 8,28 4,01 2,80
Xz 1,54NS 28,3%* 21,87** 10,39%* 5,99*
1 0,05 5,62 4,01 3,34 0,93
IAC 202 2 0,27 3,70 3,97 5,03 0,36
3 0,15 5,21 4,32 4,73 2,31

S}

0,47NS 14,53%* 12,30** 13,10%*  3,60NS

=

** - Significativo a 1% de probabilidade; * - Significativo a 5% de probabilidade
NS - Nao significativo
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4 CONCLUSOES

Os descritores morfologicos ndo sdo suficientes para a caracterizacdo e

diferenciacdo de cultivares de arroz de sequeiro.

As caracteristicas morfologicas observadas em sementes e plantas apds a

antese sao as mais adequadas para a caracterizagdo e diferenciagdo de cultivares.
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CAPITULO 3

CARACTERIZACAO ISOENZIMATICA DE CULTIVARES DE ARROZ
DE SEQUEIRO

RESUMO

BONOW, Sandro. Caracteriza¢ao isoenzimatica de cultivares de arroz de
sequeiro. 2004. Cap. 3, 26 p. Tese (Doutorado em Fitotecnia) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.

A caracterizagdo e a discriminagdo de cultivares sdo realizadas com mais
facilidade quando, além de caracteres morfoldgicos, sdo usados marcadores
isoenzimaticos que fornecem ampla informagdo genética para diversas
aplicagdes. O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Analise de
Sementes do Departamento de Agricultura e no Laboratério de Patologia de
Sementes do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras
e no Laboratorio de Eletroforese da Embrapa Clima Temperado. O objetivo foi
caracterizar por meio de isoenzimas, as seguintes cultivares de arroz de sequeiro:
‘Confianca@) ‘IAC 202Q ‘CarismaQ) ‘PrimaveraQ) ‘GuaraniQ ‘DouradioQ
‘CanastraOe ‘CaiapoO Além disso, foi objetivo verificar a estabilidade dos
sistemas isoenzimadticos na presenca de fungos e em sementes com diferentes
niveis de qualidade. Foram analisadas isoenzimas de sementes e folhas de
plantulas, por meio da eletroforese horizontal em gel de poliacrilamida. Foi
realizado um “screeningOa partir de vinte sistemas isoenzimaticos, sendo que os
de esterase, 6-fosfogluconato desidrogenase, isocitrato desidrogenase e leucina
aminopeptidase foram polimorficos sendo utilizados na caracterizagdo dos
genotipos. A andlise de agrupamento das cultivares foi realizada utilizando o
coeficiente de Jaccard ¢ o método da média aritmética ndo ponderada
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Dra. Maria das Gragas Guimardes Carvalho Vieira,— UFLA, Dr. Ben
Vosman PRI/WUR e Dra.. Eva Choer - EMBRAPA Dr. Antonio
Alves Soares — UFLA, Dr. Antonio V. Rodrigues — EPAMIG.
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(UPGMA). Os genotipos foram separados em trés grupos de acordo com a
similaridade apresentada. A analise de isoenzimas de sementes e folhas de
plantulas permite a caracterizacdo das cultivares, diferenciando todas, com
excecdo das cultivares Carisma, IAC 202 ¢ Guarani. Existe elevada similaridade
entre os genotipos estudados com excecdo da cultivar Confianga que mostrou
baixa similaridade isoenzimatica em relagdo as demais cultivares. Padroes de
isoenzimas de esterase sdo influenciados pela presenca de fungos nas sementes e
padrdes isoenzimaticos de 6-fosfogluconato desidrogenase podem ser alterados
em algumas cultivares apds periodos prolongados de armazenamento das
sementes.
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ABSTRACT

BONOW, Sandro. Isoenzimatic characterization of upland rice cultivars.
2004. Cap. 3, 26 p. Thesis (Doctorate in Plant Science) — Federal University of
Lavras, Lavras, MG.”

The characterization and discrimination of cultivars are done easily when not
just morphological markers are used, but also electrophoretic methods.
Isoenzimatic markers normally provide genetic informations used in several
purposes. This work had the objective to characterize, using isoenzymes, the
following rice cultivars: Confianga, IAC 202, Carisma, Primavera, Guarani,
Douradao, Canastra and Caiapd. Another objective was study the stability of the
isoenzimatic systems when fungus are present in the seeds and in seeds with
diffrent physiological quality. The isoenzymes analyzed were from seeds and
seedling leaf tissue. Horizontal polyacrilamide gel electrophoresis was used to
analyze the isoenzymes. The analysis were done using twenty isoenzymatic
systems, but only the polymorphic systems were used in the -cultivar
characterization. The polymorphic systems were esterase, 6 fosfogluconate
dehydrogenase, isocitrato desydrogenase and leucine aminopeptidase. The
genetic similarity was estimated using the Jaccard coefficient and the cluster
analyses was set up using the unweighted pair-group method arithmetic average
(UPGMA), through NTSYS v. 1.7. The isoenzymes analysis allowed
characterize the cultivars and differentiate all genotypes, excluding Carisma,
IAC 202 and Guarani. There is high similarity among the cultivars exceting the
cultivar Confianga, which has high dissimilarity in relation to the others. The
patterns of bands of esterase are influenced by the fungus in the seeds and the 6
fosfogluconate dehydrogenase can be altered in some cultivars with diferent
physiological quality.

" Guidance Committee: Dra. Edila Vilela de Resende Von Pinho (Major
Professor), Dra. Maria das Gragas Guimardes Carvalho Vieira,—
UFLA, Dr. Ben Vosman PRI/WUR, Dra. Eva Choer -
EMBRAPA, Dr. Antonio Alves Soares — UFLA, Dr. Antonio V.
Rodrigues — EPAMIG.
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1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) ¢ um dos principais produtos agricolas no
mundo, sendo cultivado, anualmente, em mais de 150 milhdes de hectares, com
grande destaque para o continente asidtico, onde encontram-se 0s maiores
produtores. Na América Latina, o Brasil ¢ o maior produtor, sendo que na, na
safra de 2001/2002, produziu cerca de 11 milhdes de toneladas, em uma area de
mais de trés milhdes de hectares (Cepea, 2003; Agrianual, 2003).

A alta produtividade observada no Brasil deve-se a alta tecnologia
utilizada pelos agricultores. Entre os insumos utilizados, a semente ¢
extremamente importante, pois o potencial maximo da produtividade agricola é
definido pelo genotipo das mesmas, de modo que todos os demais recursos sao
explorados em fungdo deste. Depreende-se, entdo, que a semente de alta
qualidade propicia um melhor estande no campo, possibilitando melhorar o
aproveitamento de fertilizantes e reduzir problemas causados por invasoras.
Essas caracteristicas contribuem para o aumento da produtividade, fator que
pode determinar a sustentabilidade da agricultura (IRGA, 1995)

Em busca de sementes de alta qualidade, as empresas produtoras
procuram monitorar todas as etapas do processo produtivo visando um produto
com alta qualidade genética, fisica, fisiologica e sanitdria. Desses atributos,
destaca-se a pureza genética, uma vez que essa caracteristica permite a
expressdo do potencial produtivo e da adaptacdo da cultivar. A identificacdo de
cultivares é um procedimento utilizado nos sistemas de producdo de sementes
com a finalidade de checar e garantir ao produtor ¢ ao agricultor, lotes com
elevada pureza genética. Para tanto, ¢ fundamental que as cultivares sejam
identificadas pelas suas caracteristicas particulares (Peske e Barros, 1998).

Além do aspecto relacionado ao controle de qualidade de sementes, o
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interesse pela caracterizagdo de cultivares tem aumentado significativamente nas
ultimas décadas, sendo, o motivo principal a crescente necessidade de prote¢ao
de cultivares comerciais em mercados econdomicos cada vez mais competitivos
(Milach, 1998). Para a protecdo de uma determinada cultivar, de acordo com a
Lei de Prote¢do de Cultivares, hoje em vigor no Brasil, ¢ necessario que a
mesma seja distinta das demais cultivares em uso e com caracteristicas
homogéneas e estaveis, ou seja, a cultivar devera passar pelo teste de D.H.E.,
distingdo, homeneidade e estabilidade (Neto, 1997).

Tradicionalmente, a caracterizacdo de cultivares tem sido realizada com
base em caracteres morfoldgicos, embora esses demandem tempo, espaco para a
sua avaliacdo e podem ser influenciados pelo ambiente. Além disso, a grande
similaridade entre as cultivares em uso, proporcionada pela estreita base
genética existente entre os genotipos restringe ainda mais a utilizacdo de
caracteristicas morfologicas (Guidolin et al.,1994).

A discriminag@o de variedades ¢é realizada com mais precisdo quando,
além de caracteres morfologicos, sdo usados métodos eletroforéticos (ISTA,
1992). Na caracterizagdo de genotipos, a descoberta de multiplas formas
moleculares das enzimas propiciou amplas perspectivas de utilizagdo, tais como
a deteccdo de diferencas inter e intraespecificas (Alfenas, 1998). Apesar do uso
de isoenzimas ser considerado de grande sucesso em varias espécies, algumas
precaucdes precisam ser tomadas, principalmente em relagdo a presenga de
fungos e diferencgas nos niveis de qualidade das sementes a serem analisadas e
comparadas.

Em vista do exposto, objetivou-se nesta pesquisa verificar a eficiéncia
dos marcadores isoenzimaticos, como descritores, visando oferecer suporte a Lei
de Protegdo de Cultivares e as empresas produtoras de sementes para a

certificagdo da pureza genética. Além disso, foi objetivo verificar a estabilidade
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dos sistemas isoenzimaticos em sementes com diferentes niveis de qualidade e

na presenca de fungos nas sementes.

2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Analise de
Sementes do Departamento de Agricultura e no Laboratério de Patologia de
Sementes do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG, e no Laboratorio de Eletroforese da Embrapa Clima Temperado,
Pelotas, RS.

Foram analisadas isoenzimas de sementes e folhas de plantulas das
cultivares de arroz de sequeiro: ‘Confian¢aQ ‘IAC 2020 ‘CarismaQ) ‘PrimaveraQ
‘GuaraniQ) ‘DouraddoQ) ‘CanastraOe ‘CaiapoQ provenientes do Programa de
Melhoramento Genético de Arroz da EPAMIG (Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais), cujas genealogias estdo apresentadas na Tabela

1.

TABELA 1. Genealogia das oito cultivares de arroz de sequeiro analisadas.
UFLA, Lavras, MG, 2004.

Cultivar Genealogia
Carisma CT7244-9-1-5-3/CT6196-33-11-1-3 x CT6946-2-5-3-3-2-M
IAC 202 Lemont x IAC 25
Confianga IAC 164 x Rio Verde (IRAT 216)
Primavera IRAT 10x LS 85 - 158
Guarani IAC 25 x 63-68
Douradao IAC 25 x 63-83
Canastra To0x939-107-2-101-1B/(Coldémbia 1 x M 312 A)// Tox1780-2-1-1P-4
Caiap6 IRAT13/Beira Campo/CNA x 104-B-18Py-2B/Pérola

80



Para a caracterizagdo das cultivares foram analisadas trés repeticdes em
“pulkOde cada cultivar para cada um dos sistemas isoenzimaticos. Cada * bulkO
foi formado por 50 sementes ou com tecidos do terco médio de folhas de 50
plantulas. As amostras de folhas foram extraidas de plantulas com quatorze dias
apos a semeadura em rolos de papel, a qual foi realizada de acordo com as
Regras para Analise de Sementes (Brasil, 1992). Esse procedimento foi
realizado para sementes tratadas e ndo tratadas e plantulas oriundas de sementes
tratadas e ndo tratadas com fungicida. Os fungicidas utilizados no tratamento de
sementes foram thiram e iprodione, em mistura comercial denominada Rovrin.
O fungicida foi utilizado na dosagem de 250g para 100 kg de sementes.

Para a caracterizagdo, inicialmente foi realizada uma pré-avaliagdo a
partir de dezoito sistemas isoenzimaticos além de proteina total, sendo
analisadas apenas uma amostra por cultivar. Os sistemas avaliados foram os de
esterase (EST), fosfogluco isomerase (PGI), 6-fosfogluconato desidrogenase
(PGDH), isocitrato desidrogenase (IDH), xikimato desidrogenase (SKDH),
glucose 6-fosfodesidrogenase (G-6-PDH), fosfoglucomutase (PGM), xantina
desidrogenase (XDH), fosfatase acida (ACP), fosfatase alcalina (AKP),
glutamato oxaloacetato transaminase (GOT), leucina aminopeptidase (LAP),
malato desidrogenase (MDH), alcool desidrogenase (ADH), superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (PO) e glutamato desidrogenase
(GTDH). Para todos os sistemas isoenzimaticos estudados foi empregado
eletroforese horizontal em gel de poliacrilamida, de acordo com Shields et al.
(1983) e Vallejos (1983).

Foram selecionados os sistemas isoenzimaticos de esterase, 6-
fosfogluconato desidrogenase, isocitrato desidrogenase e leucina aminopeptidase
0s quais apresentaram polimorfismo entre as cultivares.

A andlise de proteinas, realizada segundo reomendacdo de Alfenas

(1998), apresentou 0 mesmo padrdo de bandas para todas as cultivares.
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Nas andlises de isocitrato desidrogenase e 6-fosfogluconato
desidrogenase foram empregados os sistemas de tampdes descritos por Schields
et al. (1983) e géis de poliacrilamida a 5%. Para esterase, o sistema de tampdes
descrito por Nichols & Ruddle (1973), com modificagdo de pH para 6,5, ¢ géis
de poliacrilamida a 5%. Na analise de isoenzimas de leucina aminopeptidase foi
utilizado o sistema de tampdes descrito por Scandalios (1969) e géis de
poliacrilamida na concentragdo de 6%.

Os extratos foram obtidos pela maceragdo das amostras em tampao,
conforme descrito por Nichols e Ruddle (1973), na propor¢ao de 1:2, acrescidos
de 0,15% de 2-mercaptoetanol. A extracdo foi realizada em cadinhos de
porcelana mantidos sobre gelo. Papel filtro (Whatmann 3MM), de 2x4 mm, foi
embebido na amostra e aplicado no gel em orificios feitos com o auxilio de um
“penteOde ago inoxidavel.

As migracdes eletroforéticas foram efetuadas em camara fria com
temperatura aproximada de 4°C. A diferenca de potencial foi mantida a 10
V/cm, até que a linha, formado pelo azul de bromofenol, atingisse 9 cm do ponto
de aplicagao.

Na revelagdo dos géis foram utilizadas as solugdes de coloracdo
descritas por Scandalios (1969) para esterase e leucina aminopeptidase e
Vallejos (1983) para 6-fosfogluconato desidrogenase e isocitrato desidrogenase.
A fixacdo das bandas foi feita em solucdo de agua destilada:metanol:acido
acético, na proporcao de 5:5:1.

As mobilidades relativas foram calculadas dividindo-se as medidas de
todas as bandas encontradas por uma cultivar controle, Carisma, tomada como
referéncia.

Os padrdes de bandas obtidos foram avaliados quanto a coeréncia de
polimorfismo sendo preparada uma matriz de dados bindrios, tendo sido

atribuido valor “0Opara auséncia da banda e “1Opresenca. Para a estimativa da
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similaridade genética entre as cultivares, foi utilizado o coeficiente de Jaccard,
pela similaridade de dados qualitativos (SIMQUAL) e para a andlise de
agrupamento, o método da média aritmética ndo ponderada (UPGMA), pelo
agrupamento seqiiéncial, aglomerativo, hierarquico e exclusivo (SHAN),
conforme Sneath & Sokal, citados por Crisci & Armengol (1983), empregando-
se 0 “Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis for Personal ComputersQ
Versdo 2.02 (NTSYSpc), 1998.

Apos a caracterizagdo das cultivares, a estabilidade das isoenzimas foi
avaliada em sementes com diferentes niveis de qualidade e na presenca de
fungos. Para a obtengdo das sementes com diferentes niveis de qualidade foram
empregadas diferentes condigdes de armazenamento. As sementes foram
armazenadas durante 24 meses em sacos de papel, em temperatura ambiente, na
cidade de Lavras, MG e em camara fria sob a temperatura de 8°C e umidade
relativa de 55%. Foram realizadas andlises de germinacdo, antes do

armazenamento e também apos o armazenamento (Tabela 2).

TABELA 2. Percentagem de germinacdo de sementes armazenadas por 24
meses em camara fria e¢ sob condi¢bes ndo controladas de
temperatura e umidade relativa. UFLA, Lavras, MG, 2004.

Antes do Armazenada em cdmara  Armazenamento sob

armazenamento fria temperatura ambiente
Carisma 96 93 73
IAC 202 90 88 80
Confianga 90 86 83
Primavera 92 90 81
Guarani 91 87 76
Douradéo 94 90 90
Canastra 91 86 80
Caiapd 96 94 93

Para esse estudo foram selecionadas sementes das cultivares Carisma e

Guarani por terem apresentado a mais baixa qualidade fisiologica.
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Nessa avaliagdo foram avaliadas 100 sementes individuais, de cada
cultivar selecionada, para cada um dos sistemas isoenzimaticos, utilizados para
caracterizagdo. Além disso, para a cultivar que apresentou uma ou mais
sementes com padrao atipico em um determinado sistema isoenzimatico, foram
analisadas mais 50 sementes individuais, das que foram armazenadas em camara
fria. Essa andlise foi realizada para comprovar que os padrdes atipicos tiveram
origem durante o armazenamento sob temperatura ambiente.

A andlise da estabilidade das isoenzimas nas sementes contaminadas
com fungos foi realizada a partir de sementes oriundas de um campo de
producdo estabelecido na area experimental da EPAMIG, em Lavras, MG.
Foram selecionadas as cultivares Douraddao e Confianga, por apresentarem a
maior quantidade visual de sintomas. Sementes dessas cultivares foram
submetidas ao teste blotter para que fosse determinada a presenca dos fungos
segundo recomendagdes de Machado (1988). Na Tabela 3 estdo apresentados os
resultados obtidos no teste de sanidade.

Foram utilizadas 100 sementes individuais com sintomas, ndo tratadas,
de cada cultivar selecionada, para cada sistema isoenzimatico em estudo. Para a
cultivar que apresentasse interferéncia de fungos nos padrdes de bandas, foram
analisadas mais 50 sementes individuais da mesma cultivar, produzidas no
mesmo campo de producdo, sem sintomas, com menor contaminacao,

comprovada pelo teste de sanidade (Tabela 3).
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TABELA 3. Resultados obtidos no teste de sanidade de semente de arroz.
UFLA, Lavras, MG, 2004.

Tratada Nio tratada
C/ sintomas S/ sintomas C/ sintomas S/ sintomas
Fungos % % % %
Dreschelera 1 0 12 2
Phoma 30 0 58 18
Alternaria alternata 0 0 3 0
Fusarium 0 0 6 18
Aspergilus 1 0 1 0
Pyricularia 5 0 21 0

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com excecdo dos padroes eletroforéticos obtidos nos sistemas
isoenzimaticos de esterase, isocitrato desidrogenase, leucina aminopeptidase e 6-
fosfogluconato desidrogenase, os demais sistemas enzimaticos ndo foram
utilizados como marcadores para a caracterizagdo das cultivares, pois nao
proporcionaram polimorfismo entre os genotipos estudados.

Na analise de isoenzimas de IDH em sementes, assim como em folhas
de plantulas, os padrdes de bandas observados (Figuras 1 e 2) permitiram a
separacdo das cultivares em dois grupos. Um grupo, com as cultivares Carisma,
IAC 202, Primavera, Guarani, Douraddo e Caiap6, com padrdo de bandas A e o
outro grupo, padrdo B, com as cultivares Confianca e Canastra (Tabelas 4 ¢ 5).
Durante a analise do zimograma, foram observadas trés bandas, tanto no padrao
A quanto no B. Na analise de plantulas foram observadas no padrao A, quatro

bandas e duas no padrdo B. Esses resultados reforgam os encontrados por
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FIGURA 1. Exemplos dos padrdes eletroforéticos de isoenzimas de sementes de
arroz: 1 — IDH; 2 — EST; 3 — 6-PGD; 4 — LAP. EMBRAPA-
CPACT, Pelotas, RS, 2004.

FIGURA 2. Exemplos dos padroes eletroforéticos de isoenzimas de plantulas de
arroz: 1 — IDH; 2 -EST; 3 — 6-PGD; 4 — LAP. EMBRAPA-
CPACT, Pelotas, RS, 2004.
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TABELA 4. Mobilidades relativas das bandas de isoenzimas avaliadas em
sementes de oito cultivares de arroz. EMBRAPA-CPACT,

Pelotas-RS, 2004.

Enzima/ Mobilidades relativas Cultivares
padrio
IDH/A 0,77, 0,91; 1,00 Carisma, IAC 202, Primavera, Guarani,
Douradao, Caiap6
IDH/B  0,94; 1,00; 1,14 Confianga, Canastra
EST/A  0,87; 0,96; 1,00 Carisma, IAC 202, Confianga, Primavera,
Guarani
EST/B  0,87;0,93; 0,96;1,00 Douradao, Canastra, Caiap6d
LAP/A  0,94;1,00; 1,14 Carisma, IAC 202, Confianga, Primavera,
Guarani, Douraddo, Canastra
LAP/B  0,94; 1,00 Caiapo
6PGD/A 0,76; 0,81; 0,85; 0,94; Carisma, IAC 202, Primavera, Guarani,
1,00 Douradao, Canastra, Caiap6
6PGD/B 0,67; 0,71; 0,76; 0,94, Confianga

1,00
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TABELA 5. Mobilidades relativas das bandas de isoenzimas avaliadas em
folhas de plantulas de oito cultivares de arroz. EMBRAPA-
CPACT, Pelotas-RS, 2004.

Enzima/  Mobilidades relativas Cultivares
padrao

IDH/A  0,77; 0,82; 0,93; 1,00 Carisma, IAC 202, Primavera, Guarani,
Douradéo, Caiap6

IDH/B 0,77; 0,86 Confianga, Canastra

EST/A 0,75;0,79; 0,91; 1,00 Carisma, IAC 202, Confianca, Guarani

EST/B 0,75;0,79; 0,91; 0,94, Primavera
1,00

EST/C 0,75;0,79; 0,86; 0,91; Douradao, Canastra, Caiapd
1,00

6PGD/A 0,75; 0,80; 0,84; 0,93; Carisma, IAC 202, Primavera, Guarani,
1,00 Douradao, Canastra, Caiap6

6PGD/B 0,64; 0,68; 0,72; 0,93; Confianga

1,00
LAP/A  0,94;1,00; 1,14 Carisma, IAC 202, Confianca,
Primavera, Guarani, Douraddo, Canastra
LAP/B 0,94; 1,00 Caiapo

Augustin et al. (1997), quando, analisando treze cultivares de arroz utilizando
isocitrato desidrogenase, também observaram dois padrdes de bandas na analise
de sementes. Porém, Glaszmann (1987) na analise de isoenzimas de IDH
juntamente com mais sete sistemas isoenzimaticos em 1.688 variedades asiaticas
de arroz, observaram seis padrdes de bandas. Esse autor recomenda a utiliza¢ao

dessas isoenzimas como uma excelente ferramenta na distingdo de cultivares.
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Quando foram analisadas isoenzimas de esterase em sementes, foram
observados dois padrdes de bandas (Figura 1): padrdo A com trés bandas nas
cultivares Carisma, IAC 202, Confianga, Primavera e Guarani e o padrdo B, com
quatro bandas, nas cultivares Douraddo, Canastra e Caiapd (Tabela 4). Na
analise de esterases em folhas de plantulas foram observados trés padroes
(Figura 2); padrdo A nas cultivares Carisma, IAC 202, Confianca e Guarani,
com quatro bandas; padrdo B, com cinco bandas, na cultivar Primavera e o
padrdo C, com cinco bandas (Tabela 5), nas cultivares Douraddo, Canastra e
Caiapd. Estes resultados consolidam os encontrados por Wu et al. (1997) que, ao
analisarem isoenzimas de esterase em 848 acessos de arroz, concluiram que a
maioria deles apresentava de duas a quatro bandas eletroforéticas. Segundo
Endo e Morishma (1983), até o inicio de década de 1980, este sistema
isoenzimatico era o mais estudado em arroz.

Por meio dos resultados observados para isoenzimas de esterase ressalta-
se a importancia da analise de varias partes da planta, além de diferentes
estadios, como sementes ¢ plantulas. Segundo Aung ¢ McDonald (1995),
algumas isoenzimas de esterase que ndo estdo presentes em sementes secas
podem ser sintetizadas no inicio do processo de germinagdo, durante ou apos a
embebicdo. Essa afirmativa pode explicar o aumento do nimero de bandas de
esterase em plantulas quando comparado aos padrdes observados em sementes.
A importancia da analise de varias partes da planta foi ressaltada por Hen et al.
(1994) quando analisaram isoenzimas de esterase em seis partes de plantas de
2.489 acessos de arroz e concluiram que as mesmas podem ser utilizadas para
identificagdo e classifica¢do de genotipos de arroz.

Os padrdes observados para as isoenzimas de LAP, tanto em sementes
como em plantulas, permitiram a separagdo da cultivar Caiap6 apresentando o
padrdo B, com duas bandas, tendo as demais cultivares apresentado um unico

padrdo, A, com trés bandas. A cultivar Caiap6 foi diferenciada das demais pela

&9



banda com mobilidade relativa 1,14, padrdo B (Tabelas 4 e 5), que apresentou
atividade restrita em algumas cultivares, sendo por vezes totalmente ausente,
essa banda foi considerada neste estudo.

Quanto a similaridade entre as cultivares, com base na analise de
sementes, foram observados coeficientes maximos de 1,00 entre as cultivares
Carisma, IAC 202, Primavera e Guarani, ¢ minimos entre as cultivares Caiap6 e
Confianga, com coeficiente 0,39 (Tabela 6). A analise de agrupamento baseada
na similaridade das cultivares, permitiu classificar os gendtipos em trés grupos:
o primeiro com dois subgrupos: A) ‘CarismaQ ‘IAC 2020 ‘PrimaveraO e
‘GuaraniQ B) ‘DouradaoQe ‘CaiapdQ o segundo com ‘CanastraCe o terceiro com
‘Confian¢aQ (Figura 3).

Quando analisadas as isoenzimas de plantulas, os coeficientes que
expressaram maior similaridade foram encontrados entre as cultivares Carisma,
IAC 202 e Guarani com coeficiente 1,00, ou seja, 100% das bandas analisadas
similares (Tabela 7). A menor similaridade, coeficiente 0,43, foi também
observada entre as cultivares Caiap6 e Confianca. Na andlise de agrupamento
foram observados resultados similares aos encontrados em sementes (Figura 4).

Pela analise conjunta dos resultados obtidos em sementes ¢ plantulas foi
observado coeficiente 1,00, entre as cultivares Carisma, IAC 202 e Guarani. A
menor similaridade encontrada, 0,41, ocorreu entre as cultivares Confianca e
Caiap6 (Tabela 8). A andlise de agrupamento permitiu a mesma classificagao
obtida em dados obtidos em sementes e plantulas, com trés grupos: o primeiro
com dois subgrupos: A) ‘CarismaQ) ‘IAC 2020 ‘GuaraniOe ‘Primavera® B)
‘DouradioOe ‘CaiapéO A cultivar Canastra foi individualizada no segundo

grupo e Confianga no terceiro grupo (Figura 5).
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TABELA 6. Similaridade genética entre oito cultivares de arroz de sequeiro,
estimada pelo coeficiente de Jaccard, com base na andlise de
1soenzimas em sementes. EMBRAPA-CPACT, Pelotas-RS, 2004.

a g 5 2 o
< =} 5] — 2
e 8 = & § 3 2
= ¢ &8 £ £ 2 & £
& < O & G a S S
Carisma 1,00
IAC 202 1,00 1,00
Confianga 047 047 1,00
Primavera 1,00 1,00 0,47 1,00
Guarani 1,00 1,00 047 1,00 1,00
Douradao 093 093 0,44 0,93 0,93 1,00
Canastra 0,73 0,73 0,56 0,73 0,73 0,80 1,00
Caiapo 0,86 0,86 0,39 0,86 0,86 093 0,73 1,00
Catisa
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FIGURA 3. Dendrograma de oito cultivares de arroz, baseado na analise de
isoenzimas em sementes. EMBRAPA-CPACT, Pelotas, RS, 2004.
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TABELA 7. Similaridade genética entre oito cultivares de arroz de sequeiro,
estimada pelo coeficiente de Jaccard, com base na andlise de
isoenzimas em plantulas. EMBRAPA-CPACT, Pelotas-RS, 2004.
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Carisma 1,00

IAC 202 1,00 1,00

Confianca 0,50 0,50 1,00

Primavera 0,94 094 048 1,00

Guarani 1,00 1,00 0,50 0,94 1,00

Douradao 0,94 094 0,48 0,89 0,94 1,00

Canastra 0,72 0,72 0,61 0,68 0,72 0,78 1,00

Caiapo 0,88 0,88 0,43 0,83 0,88 0,94 0,72 1,00
Carisma
IAC 202
Guarani
Primavera
Deouradie
Calapé
¢ tra
Confianga
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FIGURA 4. Dendrograma de oito cultivares de arroz de sequeiro, baseado na
analise de isoenzimas de folhas de plantulas. EMBRAPA-CPACT,

Pelotas, RS, 2004.

92



TABELA 8. Similaridade genética entre oito cultivares de arroz de sequeiro,
estimada pelo coeficiente de Jaccard, com base na andlise de
isoenzimas em sementes ¢ plantulas. EMBRAPA-CPACT,

Pelotas, RS, 2004.

31 5 g s
— 2
E 8 & : § & £ 9
2] = o = < &
5 2 £ - B~ g
S < O £ O a S S
Carisma 1,00
IAC 202 1,00 1,00
Confianga 049 049 1,00
Primavera 0,97 097 047 1,00
Guarani 1,00 1,00 049 097 1,00
Douradao 0,94 094 0,46 091 0,94 1,00
Canastra 0,73 0,73 0,559 071 073 079 1,00
Caiapo 0,87 0,87 0,41 0,84 087 094 0,73 1,00
Carisma
IAG 202
Guarani
Primavera
——Douradio
Calapé
Canastra
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0,40 0,60 0,60 \ 0,00 1,00
Coeficiente de similaridade

FIGURA 5 Dendrograma de oito cultivares de arroz de sequeiro, baseado na
analise de isoenzimas de sementes e folhas de plantulas.

EMBRAPA-CPACT, Pelotas, RS, 2004.
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Essa analise conjunta dos dados permitiu a diferenciacdo da maioria das
cultivares avaliadas, com excecdo das cultivares Carisma, IAC 202 ¢ Guarani,
que nao mostraram diferencgas entre si quanto aos parametros analisados. As
cultivares Confianca e Canastra foram as que apresentaram maior
dissimilaridade em relagdo as demais (Figura 5).

Ao analisar a genealogia das cultivares IAC 202, Guarani e Douradao,
as quais possuem um parental, IAC 25 em comum, observa-se que essas estao
em um mesmo grupo. Quando esse grupo foi dividido em subgrupos, as
cultivares IAC 202 e Guarani ficaram em um subgrupo diferente da cultivar
Douradao.

Quanto a estabilidade das isoenzimas em relagdo a presenca de fungos
nas sementes, foram observadas alteragdes nos padrdes de bandas de esterase
para as cultivares Confianca e Douraddo. Em isocitrato desidrogenase, 6-
fosfogluconato desidrogenase e liase aminopeptidase, os padrdes isoenzimaticos
ndo sofreram alteracdo na presenca de fungos (Figura 6).

A influéncia desses microrganismos manifestou-se nas isoenzimas de
esterase de maneira que um grande nimero de bandas ndo observadas em
sementes livres de patogenos foi observado em sementes contaminadas.

Porém, a presenga das referidas bandas nao influenciou na interpretagao
dos géis quanto ao polimorfismo que diferenciou as cultivares. Este fato deve-se
as bandas oriundas dos fungos estarem presentes no gel em regides distintas das
bandas que caracterizam as cultivares.

Esses resultados vdo ao encontro das afirmagdes descritas por Vieira
(1996), quando destaca que isoenzimas podem ser valiosos marcadores
bioquimicos em controle de qualidade de sementes, porém, ¢ importante ter-se
cautela na escolha dos sistemas isoenzimaticos, afirmando que, entre outras,
isoenzimas de esterase apresentam atividade para os fungos de armazenamento

Colletotrichum gossypii e Colletotrchum gossypii var. cephalosporioides.
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Assim, estas isoenzimas podem ter os zimogramas alterados em fungdo da

presenga de microrganismos.

Padrao esperado

Padrao alterado

Tl
.. T A AAAEAEE

- .

Bandas atipicas

FIGURA 6. Exemplos de padrdes alterados e esperados (A) em isoenzimas de 6-
PGD submetidas ao armazenamento e de esterase influenciados
pela presenca de fungos em sementes (B).

Quando analisadas mais 50 sementes individuais oriundas da mesma
lavoura e mesmo lote, porém, sem sintomas, estas ndo apresentaram nenhuma
semente com padrio atipico para esterase.

Quando analisados os padrdes isoenzimaticos em sementes das
cultivares Carisma e Guarani, as quais apresentavam baixa germinagdo, nado
foram observadas diferencas nesses quando comparadas aos das sementes nao
armazenadas. Porém, para a cultivar Guarani foi observado padrdo de bandas
ndo esperado de 6-PGD, em duas amostras. Esses padroes ndo esperados podem
ser atribuidos a varias causas, porém, a principal hipotese é de que essa alteragio

se deve ao nivel de qualidade das sementes. A enzima 6-PGD atua na
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degradacdo do amido (Michal, 1992), ou seja no consumo de reservas da
semente. Dessa maneira, essa alteracdo pode ser explicada pelo aumento desse
consumo causado pelas condi¢cdes de armazenamento, sendo que, para isso,
ocorreu a sintese dessa nova isoenzima de 6-PGD. Essa afirmativa pode ser
justificada pelo fato de que quando analisadas as outras cinqiienta sementes
individuais da mesma cultivar, porém utilizando sementes armazenadas em
camara fria, elas apresentaram o padrdo esperado para a cultivar. Essa hipotese
reforca os resultados encontrados por Chauhan et al. (1985) que, trabalhando
com sementes de soja, concluiram que o nimero de bandas aumentou de acordo
com o periodo de envelhecimento em que as sementes foram submetidas. Esses
autores também ressaltaram que padroes de bandas de varios sistemas
isoenzimaticos sdo alterados durante o envelhecimento e que esses podem ser
utilizados para checar a identidade em lotes de sementes, porém apropriados
cuidados devem ser tomados na escolha do sistema enzimatico analisado.

Na analise dos padrdes observados em sementes tratadas, esses ndo
diferiram dos observados em sementes ndo tratadas, considerando-se desta
maneira, que as isoenzimas analisadas sdo estaveis na presenca dos fungicidas
thiram e iprodione. Resultados esses que contrariam os encontrados por
Chauhan et al. (1985), quando concluiram em sementes de soja ¢ cevada, que a
presenca do fungicida thiran interfere no metabolismo das sementes, causando
alterag@o no padrao de bandas de esterase.

A partir dos resultados obtidos, embora a ndo distingdo de todos os
genotipos em estudo, pode-se afirmar que a analise de isoenzimas ¢ eficiente,
rapida e de facil execugdo na caracterizagdo e diferenciagdo de cultivares de
arroz. Porém, como observado, em alguns sistemas isoenzimaticos deve-se

tomar alguns cuidados quanto a sua estabilidade desses.
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4 CONCLUSOES

A andlise de isoenzimas de sementes e folhas de plantulas permite a
caracterizagdo e¢ a diferenciagdo das cultivares estudadas, com exceg¢dao das

cultivares Carisma, IAC 202 e Guarani.

Padrdes de isoenzimas de esterase sdo influenciados pela presenca de

fungos nas sementes.

Isoenzimas de 6-fosfogluconato desidrogenase podem ser alteradas em

fun¢do do nivel de qualidade das sementes.
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CAPITULO 4

DESENVOLVIMENTO DE MARCADORES MOLECULARES EM E
PROXIMOS A GENES, VISANDO A CARACTERIZACAO DE
CULTIVARES DE ARROZ

RESUMO

BONOW, Sandro. Desenvolvimento de marcadores moleculares em e
proximos a genes, visando a caracterizacio de cultivares de arroz. 2004.
Cap. 4, 23 p. Tese (Doutorado em Fitotecnia) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG."

O arroz no Brasil ¢ cultivado em dois ecossistemas: varzeas e terras altas, sendo
que um grande numero de gendtipos adaptados as diferentes regides de cultivo
esta disponivel no mercado. Apesar disso, existe uma estreita base genética entre
os gendtipos cultivados no Brasil. Esse fato dificulta a caracterizagdo e
conseqiiente identificacdo e distingdo de gendtipos. Entre os marcadores
utilizados para a caracterizacdo de cultivares destacam-se os moleculares e,
dentro desses, os microssatélites. Esses marcadores se tornam valorosos a
medida que fornecem o polimorfismo desejado e, ao mesmo tempo, fornecem
relagdes o mais proximas possivel com as caracteristicas expressas pelos
genotipos. O objetivo deste trabalho foi identificar microssatélites em e
proximos a genes, desenvolver primers para esses microssatélites e, com a
utilizacdo desses primers, caracterizar as principais cultivares de arroz em uso
no Brasil. Foram selecionados treze microssatélites na regido anterior aos genes
Mads Box, além de selecionados 37 microssatélites em ESTs (Expressed
Sequence Tags). Foram utilizadas, para a busca e selegdo, as bases de dados
oriundas do seqilienciamentos do genoma do arroz. Essas foram realizadas com o

" Comité Orientador: Dra. Edila Vilela de Resende Von Pinho (Orientadora),
Dra. Maria das Gragas Guimardes Carvalho Vieira,— UFLA, Dr. Ben
Vosman PRI/WUR , Dra. Eva Choer - EMBRAPA, Dr. Antonio Alves
Soares — UFLA, Dr. Antonio V. Rodrigues — EPAMIG.
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auxilio de ferramentas de bioinformatica disponibilizadas pelo Plant Research
International, Holanda, onde foi realizada a presente pesquisa. Foram
desenhados primers complementares as regides flanqueadoras aos
microssatélites selecionados, sendo os primers sintetizados por uma empresa
comercial. Para a caracterizag@o foi utilizado gel de poliacrilamida a 6% sendo
os géis corados com prata. Foi realizada a analise de similaridade entre as
cultivares, utilizado-se o coeficiente de Jaccard e o método da média aritmética
ndo ponderada (UPGMA) com o auxilio do software NTSYS v.1.7. Além disso,
foi calculado o contetido informativo do polimorfismo, tendo o valor encontrado
sido entre 0,05 a 0,935, com a média de 0,464. Dos 50 microssatélites
selecionados, onze foram monomorficos, vinte ndo se mostraram adequados ao
estudo e dezenove foram polimorficos e utilizados na caracterizagdo de
cultivares. Apenas cinco primers foram suficientes para a distin¢do de todos os
gendtipos estudados. Os resultados obtidos permitiram concluir que: € possivel
localizar microssatélites em ou proximos a genes, assim como desenhar primers
para esses; a analise de microssatélites permite a caracterizagdo e a
individualizagdo de todas as cultivares estudadas e que a andlise dos
microssatélites selecionados permite classificar os genotipos quanto a subespécie
a que pertencem, indica ou japdnica.
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ABSTRACT

BONOW, Sandro. Development of molecular markers, in and around rice
genes; application in variety characterization. Cap. 4, 23 p. Thesis (Doctorate
in Plant Science) — Federal University of Lavras, Lavras, MG."

In Brazil, rice is cultivated in two ecosystems, irrigated and upland. A high
number of varieties adapted in different regions are available in the market.
However, there is a narrow genetic base among the genotypes in Brazil. It makes
difficult the characterization, identification e discrimination of genotypes.
Among the molecular markers used to characterize varieties, the microsatellites
are the more polymorphic and are capable to show up the genetic relations
among the cultivars. The objectives of this work were to identify microsatellites
in and around rice genes, to develop primers for these microsatellites and to use
them to characterize the main rice cultivars used in Brazil. Thirteen
microsatellites were selected from upstream region of the Mads Box genes and
37 microsatellites from ESTs (Expressed Sequence Tags). To search the
microsatellites was used the databases of rice sequence genome, and used
bioinformatics tools, available in Plant Research International, Holland, where
this project was developed. To analyze the microsatellites was used
polyacrylamide gel 6%, and the gel submitted to silver staining.The similarity
and cluster analysis among the 38 genotypes were made using Jaccard
coefficient and unweighted pair-group method arithmetic average (UPGMA),
through NTSYS v. 1.7 software. The polymorphic informative content of the
microsatellites was between 0,05 and 0,935, the average was 0,464. From 50
microsatellites selected, eleven were monomorphic, twenty were not
appropriated for the present study and nineteen where polymorphic. Five
primers were sufficient to discriminate all cultivars. The results allowed to
conclude that is possible to find microsatellites in or around rice genes, as well
as, to develop primers for these microsatellites. This research allows to
characterize the varieties studied, as well as, to discriminate them. The analysis
of the microsatellites selected allows separate the cultivars according the
subspecies, indica or japonica.

" Guidance Committee: Dr*. Edila Vilela de Resende Von Pinho (Major
Professor), Dr*. Maria das Gragas Guimaraes Carvalho Vieira,—
UFLA, Dr. Ben Vosman PRI/WUR, Dr® Eva Choer -
EMBRAPA, Dr. Antonio Alves Soares — UFLA, Dr. Antonio V.
Rodrigues — EPAMIG.
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1 INTRODUCAO

O arroz, no Brasil, é cultivado em dois ecossistemas: varzeas ¢ terras
altas. No ecossistema de varzeas predomina o sistema de cultivo com irriga¢ao
controlada, que ocupa cerca de 1 milhdo de hectares na regido subtropical (RS e
SC), onde a cultura é manejada sob alto nivel tecnologico com rendimento
médio de 5,5 t/ha. No ecossistema de terras altas (sequeiro), predominantemente
na regido tropical, sdo cultivados em torno de 2 milhdes de hectares, porém, com
produtividade menor que a alcancada em terras baixas. Nesta modalidade de
cultivo, o arroz vem sendo gradualmente inserido em sistemas agricolas de alto
nivel tecnologico, seja em rotacdo com soja e milho, em associagdo com
pastagens ou mesmo com utilizacdo de pivd central, sob irriga¢do suplementar
(CNPAF, 2002).

Em funcdo da vasta 4rea cultivada com arroz no Brasil, pesquisadores
tém desenvolvido, ao longo dos anos, um grande numero de cultivares
adequadas as mais diversas regides e sistemas de cultivo. Essas cultivares foram
desenvolvidas por instituigdes de pesquisas publicas e privadas que mantém
programas de melhoramento de arroz no pais. Apesar do grande nimero de
cultivares desenvolvido e adaptado a diferentes regides, o germoplasma desses
programas possui uma estreita base genética, o que dificulta a distingdo e a
selecdo para algumas caracteristicas. Em arroz irrigado, Rangel et al. (1996)
verificaram que apenas dez ancestrais contribuem com 68% do conjunto génico
das variedades brasileiras. Em arroz de sequeiro, segundo Guimardes et al.
(1996), a tendéncia da estreita base genética no germoplasma ¢ similar a do
arroz irrigado, sendo alvo de preocupagao.

Para que seja “quebradoO o platdo de produtividade estabelecido, seja
aumentada a qualidade de grios e sementes, além de melhoradas outras

caracteristicas de interesse, ¢ necessario que nos programas de melhoramento
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seja utilizada toda a variabilidade dos gendtipos de arroz disponiveis no Brasil.
Para tanto, a caracterizacdo do germoplasma ¢ de fundamental importancia.

Além desse aspecto, a caracterizagdo de cultivares vem apresentando
crescente importancia no controle de qualidade de sementes. A pureza genética,
atributo de grande importancia em um lote de sementes, somente ¢ alcancada
quando a distingdo de cultivares ¢ realizada com sucesso. A necessidade da
caracterizagdo, porém, vai além desses aspectos. A partir de 1998, apos a
promulgacdo da Lei de Prote¢do de Cultivares no Brasil, tornou-se necessario,
quando se desejasse proteger uma nova cultivar, que ela satisfizesse as
exigéncias do teste DHE, ou seja, a cultivar precisa ser distinta das demais em
uso, apresente homogeneidade entre seus individuos e seja estavel ao longo das
geragoes.

Muitas técnicas estdo disponiveis para a caracterizagdo de cultivares.
Essas podem ser baseadas em caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e/ou
moleculares. A caracterizacdo morfologica, assim como a bioquimica, ¢ muito
util, porém, fornece um nimero limitado de informagdes quando trabalha-se
com uma espécie como o arroz, em que a base genética dos genotipos ¢ estreita.
Além disso, apresentam algumas desvantagens, como o tempo necessario para a
obtencdo de resultados e a influéncia do ambiente na manifestagdo de algumas
caracteristicas (Gupta et al., 2003).

As andlises moleculares efetuadas diretamente no nivel de DNA séo
consideradas as mais eficientes, rapidas, versateis e seguras na caracterizagdo de
cultivares (Milach, 1998). Além disso, esses marcadores sdo abundantes, ndo sao
influenciados pelo ambiente e podem ser detectados em qualquer tipo de tecido e
fase de desenvolvimento da planta (Barros, 1998).

Entre os marcadores moleculares destacam-se os microssatélites, ou
seqiiéncias simples repetidas (SSR), que sdo seqiiéncias presentes em genomas

de eucariotos e foram inicialmente observadas em humanos (Tautz e Renz,
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1984). Microssatélites sdo marcadores genéticos constituidos de pequenas
seqiiéncias de um a quatro nucleotideos de comprimento, repetidas em tandem
no genoma. Esses locos podem ser amplificados via PCR (“Polimerase Chain
ReactionO) utilizando primers especificos que flanqueiam os microssatélites.
Esses constituem uma das classes mais polimoérficas de marcadores moleculares
disponiveis atualmente (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Esses marcadores sdo
estaveis, reproduziveis, possuem natureza codominante e sao multialélicos, além
de serem tecnicamente simples. Além disso, devido ao elevado nivel de
polimorfismo gerado, os microssatélites sdo especialmente importantes na
avaliac@o de cultivares com estreita base genética (Akagi et al., 1997).

Para a cultura do arroz ja foram realizadas varias pesquisas tendo sido
desenvolvidos inimeros primers microssatélites. Esses permitiram a
caracterizagdo e distingdo da maioria dos gendtipos analisados por Santhy et al.,
(2000). Porém, para a maior eficiéncia dos marcadores moleculares, o marcador
devera co-segregar ou estar proximamente ligado ao gene/caracteristica de
interesse (Federizzi, 1998). Os microssatélites at¢é o momento disponiveis sdao
determinados aleatoriamente no genoma, independente de marcarem regides
expressas ou ndo, com pequena probabilidade de estarem proximos a genes de
interesse.

Em arroz, projetos de seqilienciamento do genoma estdo sendo
desenvolvidos ou ja finalizados, como os conduzidos pelo IRGSP
(“International rice genome sequencing project(), pela Monsanto e pela “Beijing
Genomics InstituteQ As seqiiéncias dos genomas de arroz encontram-se
disponiveis em bancos publicos de dados (Yu et al., 2002). A utilizagdo de
ferramentas de bioinformatica permite, que, em regides sequenciadas do
genoma, sejam identificados microssatélites e as seqiiéncias que os flanqueiam.
Segundo estudos realizados pela Syd (Syngenta Draft Sequence) citado por Goff

et al. (2002), no genoma sequenciado de arroz ja foram identificadas mais de
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48.000 regides de DNA repetitivo potencialmente utilizdveis como
microssatélites.

Objetivou-se, neste trabalho, detectar microssatélites em e proximos a
genes, desenvolver primers para esses microssatélites e, com a utilizagdo desses

primers, caracterizar as principais cultivares de arroz em uso no Brasil.

2 MATERIAL E METODOS

Neste estudo foram inicialmente detectados e selecionados
microssatélites na regido anterior, supostamente promotora, dos genes “MADS
BOXQ A selegdo dos microssatélites foi realizada em bancos piiblicos de dados
disponibilizados a partir dos projetos de seqiienciamento do genoma do arroz.
Foram utilizadas bases de dados disponiveis no ‘“National Center for
Biotechnology Information®  (NCBI), no endereco eletronico
www.ncbi.nlm.nih.gov, oriundas do seqiienciamento de um genotipo de arroz da
subespécie indica. Foi também utilizada a base de dados oriunda do
sequenciamento de um genotipo da subespécie japonica disponibilizada pelo
“International Rice Genome Sequencing ProjectO (IRSGP) no enderego
eletronico “www.gramene.orgQ

Foi inicialmente identificada uma sequéncia de nucleotideos comum a
todos os genes Mads Box, obtida a partir do banco de dados de genes do NCBIL
Para a determinagdo dessa sequéncia foram utilizados os “softwaresOMegalign
5.0 e Edit Seq, pertencentes ao programa DNAStar (DNAStar, Madison,
Wisconsin, USA). Com o auxilio desse “softwareO foram alinhadas todas as
seqiiéncias de bases dos genes Mads Box disponiveis e em seguida selecionada
uma regido comum a todos os genes. Essa seqiiéncia foi utilizada para a

localizagdo desses genes no genoma. Apés, com a utilizagdo do ‘“software
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Microsatellite ExtractorO desenvolvido para esta pesquisa pelo setor de
bioinformatica do “Plant Research International, Wageningen University and
Research CentreQ) foram localizados os genes Mads Box que continham
microssatélites na sua regido anterior, até 3Kb de distancia do gene. Na busca
desses microssatélites foram selecionados “motifsO com duas repeti¢des do
nucleotideo, sendo o “motifOrepetido, no minimo, oito vezes.

Além disso, foram selecionados microssatélites posicionados em ESTs
(Expressed Sequence Tags) disponiveis nos bancos de dados de ESTs no NCBIL
Foram selecionados microssatélites com “motifsO contendo trés repetigdes do
nucleotideo, sendo o “motifO repetido, no minimo, seis vezes. Essa busca foi
realizada com a utilizagdo do alinhamento das seqiiéncias de todas as possiveis
combinagdes de bases para a composi¢do do microssatélite com a seqii€ncias
dos ESTs disponiveis em arroz. Para este alinhamento foi utilizado o “softwareO
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), disponivel nos “sitesOdo NCBI e
Gramene.

Ap6s identificadas as seqiiéncias repetidas nos ESTs, assim como na
regido anterior aos genes Mads Box, foram desenhados primers complementares
as regides flanqueadoras aos microssatélites. Foi utilizado, para tanto, o
“softwareO Primer Select (DNAStar, Madison, Wisconsin, USA), sendo
desenhados primers que amplificassem fragmentos entre 100 e 400 pares de
bases ¢ a temperatura de anelamento ideal fosse em torno de 55°C. Os primers
foram sintetizados por uma empresa comercial.

Ap6s a etapa de localizagdo e selegdo dos microssatélites, assim como o
desenho e sintese dos primers, foram caracterizados os seguintes genotipos de
arroz: Carisma, Douraddo, IAC 202, Canastra, Confianca, Primavera, Guarani,
Araguaia, Bonanga, Maravilha, Carajas, Progresso, Rio Parnaiba, Rio Verde,
Cabagu, Caiapo, BRS Soberana, Cas 8812, Cas 8993, IRAT 112, BR-IRGA 409,
BR-IRGA 410, BRS 7 “TaimQ El Paso L 144, IRGA 417, IRGA 418, IRGA
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420, BRS Pelota, Supremo 1, IR 64, EPAGRI 112, BRS Firmeza, INIA Taquari,
IAS 12-9 Formosa, BRS Bujuru, Jasmine, Sasanishiki e Carnarole. As sementes
foram obtidas junto aos Programas de Melhoramento Genético de Arroz da
EPAMIG, Lavras, MG, Embrapa — CNPAF, Goiania, GO; Embrapa-CPACT,
Pelotas, RS e “Plant Reseach InternationalQ Wageningen, Holanda.

O DNA para amplificacdo dos microssatélites foi extraido a partir de
folhas de plantulas, provenientes de sementes colocadas para germinar em rolos
de papel sob condi¢gdes de umidade e temperatura controladas. Foi utilizado para
a extracdo o protocolo proposto por Fulton et al. (1995). A amplificacdo do
DNA foi realizada em termociclador modelo PTC 200 e consistiu, inicialmente,
de 3 minutos a 94°C, apos, repetidos 30 ciclos com a seguinte sequéncia;
desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos, o anelamento de 50°C a 58°C,
dependendo do primer, por 30 segundos ¢ a extensdo a 72°C por 30 segundos e,
finalizando a reacdo de amplificagdo, 10 minutos a 72°C. Nas reacdes de PCR
foram utilizados 16 ng de DNA; 2 pl de 10x PCR buffer; 1,2 pl de MgCl,
(25mM); 2 pl de cada primer (2pmol); 2l ANTPs (1 mM); 0,4U de Taqg DNA
polimerase e 2,72 pl de 4gua Mili-Q, em um volume final de 20l

Os primers sintetizados foram inicialmente testados em gel de agarose
2%, com diferentes temperaturas de anelamento, em apenas uma cultivar e,
entdo, selecionados para serem utilizados na caracterizagdo das demais
cultivares. Os primers selecionados utilizados para amplificagdo do DNA, os
fragmentos de DNA foram desnaturados e submetidos a separagdo em gel de
poliacrilamida 6% a uma corrente elétrica constante de 110W por 2 a 3 horas,
dependendo do tamanho do fragmento submetido & separagdo. A visualizagdo
das bandas ocorreu pela coloragdo dos géis com prata, segundo protocolo
proposto por Promega Silver Sequence DNA Sequencing System (Promega,

Leiden, The Netherlands), como descrito por Van de Wiel et al. (1999). Os géis,
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apos corados, foram desidratados a temperatura ambiente e documentados em
filmes de raio X.

Os padrdes de bandas obtidos foram avaliados quanto a ocorréncia de
polimorfismo, sendo preparada uma matriz de dados binarios, na qual foi
atribuido valor “0Opara auséncia da banda e “10para presenca. Para a estimativa
da similaridade genética entre as cultivares, foi utilizado o coeficiente de
Jaccard, pela similaridade de dados qualitativos (SIMQUAL). Na anélise de
agrupamento, foi utilizado o método da média aritmética ndo ponderada
(UPGMA), pelo agrupamento seqiiéncial, aglomerativo, hierarquico e exclusivo
(SHAN), conforme Sneath & Sokal, citados por Crisci & Armengol (1983),
empregando-se o “Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis for Personal
ComputersQ Versdo 2.02 (NTSYSpc, 1998).

O contetido informativo de polimorfismo (PIC), que ¢ uma medida da
diversidade e freqiiéncia dos alelos de cada microssatélite entre as cultivares
(Ravi et al., 2003), foi calculado pela formula:

n

PIC =1 - XP%j

=1

em que P; é a freqiliéncia da jésimo alelo para iésimo marcador.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise da presenca de microssatélites na regido anterior aos genes
Mads Box, foram encontrados treze microssatélites. De acordo com Goff et al.
(2002), no genoma do arroz existem 71 genes da familia dos Mads box. Assim,
pode-se concluir que aproximadamente a cada 5 genes Mads box, um contém

microssatélite composto por “motifsOcom dinucleotideos na regido promotora.
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Em ESTs, foram encontradas 446 seqiiéncias que possuiam
microssatélites preenchendo os requisitos estabelecidos; destes, foram
selecionados 37 microssatélites, totalizando 50 quando somados aos
selecionados entre os Mads Box. Para os microssatélites selecionados foram
desenhados primers complementares as regides flanqueadores. Destaca-se o
grande nuimero de ESTs que possuiam microssatélites. Porém, ¢ importante
salientar que dessas seqiiéncias muitas eram repetidas e apresentavam diferentes
identificagdes nos bancos de dados, essas foram eliminadas do estudo. Segundo
Varshney et al. (2002), em arroz, assim como na maioria dos cereais, SSR estdo
presentes em 7% a 10% dos ESTs, e, em média, apenas 3% fornecem
microssatélites ndo redundantes e que podem ser utilizados nos estudos de
diversidade genética. Kantety et al. (2002), afirmam que em apenas 1,7% dos
ESTs podem ser encontrados microssatélites, que podem ser utilizados como
EST-SSR. Dos 37 microssatélites selecionados em ESTs, oito estavam em
regides do genoma expressas na panicula, oito estavam em genes relacionados a
tolerancia ao estresse hidrico e 23 relacionados a interag@o entre planta e o fungo
causador da brusone.

Pelos resultados dos testes dos primers em agarose, observou-se que,
dos 50 primers sintetizados, treze nado amplificaram produtos apdés o PCR,
sendo, assim, descartados. Os demais primers amplificaram produtos a partir do
DNA, sendo utilizados para a caracterizagdo das cultivares.

Apos a caracterizagdo das cultivares, observou-se que dos 37 primers
utilizados, doze foram monomorficos, seis ndo apresentaram um padrdo de
bandas nitido, com muitas bandas difusas, além de um grande nimero de bandas
ndo estaveis. Esse fato indicou a pouca especificidade do primer, que deveria
amplificar apenas um /Joco; estes foram, entdo, desconsiderados. Do total,
dezenove microssatélites foram polimorficos e utilizados na caracterizagdo e

disting@o dos genotipos, assim como no agrupamento por similaridade.
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A descricdo dos primers, comportamento em relacdo ao polimorfismo e

tamanho do fragmento esperado encontram-se na Tabela 1.

TABELA 1. Descrigdo dos primers microssatélites, tamanho dos fragmentos e
comportamento do microssatélite quanto ao polimorfismo.
PRI/WUR, Wageningen, Holanda, 2004.

N° Primer Fragmento

Polimorfismo*

Seqiiéncia dos primers
501130

1 238 P F: TCCGCGCTTAATTTCTCGACCTGT
R: GCTACCCGGCATTGCCATTTC

2 300 NE F: GGGCGCCGGCGGAGATG
R: AGGCGTCCACGGTTTAGGCTTGTC

3 192 P F: ATGCGGATAATCAAATAGACTACG
R: CTGTGCTGGCCGGAGTGCT

4 269 P F: GG-TGG-CTG-GCG-ATA-TTA-AAT-TCA
R: TCACAGCGCGGCACGAC

5 160 NA F: ATCCCAATCCCAAAGTAGTGTAGG
R: GATCCCCGGGTCTCGTGA

6 216 NA F:GATGAGGACGACATAAAAGGTGTG
R: TGTCCACATGTGCCCAACAATATA

7 208 NA F: CTTATTCTTCCGTACATCAAACAT
R: TTCGTGCGAGCCAATTT

8 253 P F:TGCCGTTGCCCTAAGTTGTCTTCT
R: AGGCCCTAGGGCTTGCTGTTTCT

9 271 NA F: GCTTTTCAAAGGAAACAGAATTAT
R: TTAGGGACAAACTTCATTTTCTTC

10 287 NA F: CAGGGAAGACAATCGAAAGGTA
R: CCTTGTTTTAGCGTGTCATGTAAA

11 233 P F: TCCACCCCATGTGGTATAATGTGC
R: TGGCCATGGCCATGAGGAGT

12 147 NE F: ACCGAGCCCTACCCCTACGTCGAT
R: GGAGCGCCGGAAATGGAAACTG

13 198 P F: TTATACTCCCTCCATTTCATATTG
R: ATCCGTTTCACAATGTAAGAATT

14 143 NE F: CGGCGGCGGGGATTGGGAGTAGGA
R: GAGCGCCTGGTTGATGGCCGTGAA

15 209 M F: CTCGGCCTGCATAGCGGAGAGGTA
R: GTACGCGCCGGCCCTGTCAG

16 244 NE F: GCGCCGAGGCCGAGCAACAGTGAG
R: CAGGCGCCGATGCCGAGCTTGGTC

17 320 P F: ATGTGTTGCCATTCTTTGTTCACA

R: TCTTCTTCGGCATCCGATCAT

Continuak
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18 179 NE F: CCGCCGCCACGCTCGACCTTCTC
R: CGCGGCGGCGACCTTCTTGTCCTC
19 215 P F: CGGCGGCGGGAACGCGATGAAC
R: CACCACCGCGCTCGTCGTC
20 210 P F: GACCTGGCTGATCTGGCTTCTTCA
R: AACTCCCCCATTTCTCGATGAGCT
21 250 NA F: TGGTGCGCCTCGTGCTGGCACTCG
R: CACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAG
22 264 P F: GACGGCGTCTACCCGGAGAAGGTC
R: ATCCCACCATCGATCGATTACACC
23 183 NE F: CCCGCCGCCACGCTCGACCTTCTC
R: CGGCGCGGCGGCGACCTTCTTGT
24 400 P F: TCTAGCTCGTCGCCGCCATGAACG
R: CTTGCGGCGGAGGTACTGCACCAC
25 213 M F: AAGGGAACCCCCTCTTCCTTCCTC
R: AGGCCGACGCGGAGGCCCTGGAG
26 143 M F: CGGCGGCGGGGATTGGGAGTAGGA
R: GACCGCCTGGTTGATGGCCGTGAA
27 160 P F: CCCGGCGCCACGGCGGAGAG
R: CACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAG
28 98 NA F: CCGCATCACACCCCTTAAAGGAAG
R: CCCCGGCGCCACGGCGGAGAGG
29 234 NE F: GCGCGGCCGCAGCCACTTCTTG
R: GTCGCGGCCCTTGGCGAACTTGAG
30 206 NE F: CTCTCGCAAGCCAAGTCGCAATCC
R: TTTGCCGCCTCCTTTTTGTTAGGT
31 160 P F: TAGCAATGGCTCCTCTCGGTGACG
R: TCCCCGAACGACACCACCAGGTTG
32 201 M F: AGGGGGTTCTCGGGACGGCAATTC
R: CCAAACTGCGCAGCGGAGCCAATG
33 217 P F: ACCCCCAGGGGCAATTTTTATTTA
R: ATGCGGTGGGTGCAAAGCAAGTAC
34 233 NE F: GCGCGGCCGCAGCCACTTCTTG
R: TCGCGGCCCTTGGCGAACTTGAGC
35 252 M F: TTGCCGGGCAATACCGAACCTC
R: CCGCCGCACCGCCACGTC
36 182 P F: GCCCTCCCTCCCGTTCGGACAGAC
R: GGCCGCTCGTGCCCCTTCATCAG
37 179 M F: GGGGGCGGCGAGGGGAAGT
R: TTCCTTTGCGCATTCACTACTAG
38 127 NE F: CGGCGTCGTCGGGTCGTCGGTCTC
R: GCCGGTGGCGGCGGAGGAGCAG
39 125 M F: CGCCGGCGCGGAGGCTGTAGTACA
R

: GCCGGTGTCCGCCGCCAAGAAGT

Continuak

113



Continua¢ioE

40 128 M F: GCGCCGGCGCGGAGGCTGTAGTAC
R: GCCGGTGTCCGCCAGCCAAGAAGT
41 255 NE F: CCAAAGGGGATTTCCTGCGAAGAA
R: ACGGGCTGCAACAGCGACCTC
42 126 M F: CGGCGTCGTCGGGTCGTCGGTCTC
R: CCGGTGGCGGCGGAGGAGCAG
43 187 NE F: CGCCGCCGCCAAGTCCGACAC
R: CCAGCTGAGGCCGCCTTCGTCCAG
44 242 P F: TCCTGCGATTGCGTAATCATCCTA
R: ATGGCCGGTTAATTTTCGTGGTTA
45 106 P F: ACAGGCCGAGGAGGAAGAGGAA
R: AAGGCGGCAGAGGATGAGGTCT
46 139 P F: GTGGCGGTGGCTACAACAGAGGT
R: CTGCCACCACGGTGGTCATCA
47 249 M F: AGGTGGCTTTAGCCAGTCAGACTT
R: CTCGGCCTCTTTCGCTAGACCTT
48 116 NE F: CGCGGCGGCGAGGGCAGGAG
R: CGCCGAGTGGTCGAACGCCACCTC
49 194 P F: AGACGGAGGCGTCGTGCAGCAACC
R: GGCGGGGCGGGCGATGGAGGTGTA
50 181 P F: GCCGCCGCCACGCTCGACCTTCTC

=

: GCGCGGCGGCGACCTTCTTGTCCT
*P - polimoérfico; M — monomorfico; NA- ndo amplificado; NE — ndo possivel avaliagdo do padrido
de bandas

Analisando-se o comportamento dos microssatélites, verifica-se que
aqueles posicionados na regido promotora dos Mads Box foram, em geral, mais
polimérficos que os oriundos de ESTs. Isso pode ser comprovado ao se
comparar a média do conteudo informativo (PIC) de cada microssatélite. O PIC
nos microssatélites na regido dos Mads Box foi, em média, de 0,702, enquanto
que nos oriundos dos ESTs, essa média foi de 0,350. Isto provavelmente ocorreu
devido a diferenga no namero de repeti¢des do “motifQ Quanto maior o ntiimero
de repetigdes do “motifQ) maior ¢ o PIC, ou seja, maiores sdo o polimorfismo e a
freqiiéncia de alelos observado por loco. Por exemplo, o primer 13 (Figura 1)
amplificou 15 alelos para um dos /ocos do microssatélite, com valor do PIC de
0,935, o qual apresenta 24 repetigdes do “motifQ maior entre todos os

microssatélites. Esse resultado reforga as afirmac¢des de Temnykh et al. (2001),
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de que quanto maior o niimero de repeticdes do “motifQ maior ¢ a probabilidade

de ser encontrado um alto valor de PIC.
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FIGURA 1. Padrdes de bandas observados a partir da amplificagdo do
microssatélite treze. PRI/'WUR, Wageningen, Holanda, 2004.

Os valores do PIC encontrados nos microssatélites analisados variaram
de 0,05 a 0,935, com a média de 0,464 (Tabela 2). Garland et al. (1999),
trabalhando com 43 cultivares de arroz ¢ dez microssatélites genomicos
encontraram valor de PIC entre 0,62 e 0,92. Isso confirma que, por vezes,
marcadores aleatorios no genoma podem apresentar maior polimorfismo do que
aqueles localizados em regides expressas, mais conservadas, embora, na maioria
dos casos, marcadores moleculares em regides expressas forneceram
polimorfismo suficiente aos objetivos das pesquisas.

Quando foram comparadas cultivares uma a uma e realizado o
agrupamento dessas, a caracterizagdo permitiu individualizar todos os 38

gendtipos estudados. Destaca-se que, para a distingdo destes gendtipos, ¢
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TABELA 2. Descri¢do dos primers polimodrficos, motivo do microssatélite,
numero de alelos encontrados e valor informativo do
microssatélite (PIC). PR/WUR, Wageningen, Holanda, 2004.

N° Primer Primer Microssatélite ~ N° Valor do PIC
(repetigdes)  alelos
1 Mads AG (11) 3 0.607
3 Mads GA (13) 8 0.753
4 Mads TA (15) 9 0.771
8 Mads CT (19) 2 0411
11 Mads CT (21) 6 0.732
13 Mads AT (24) 15 0.935
17 Brusone CTG (8) 2 0.287
19 Panicula CGG (7) 3 0.508
20 Brusone CTT (12) 6 0.627
22 Brusone CTT (7) 2 0.386
24 Brusone/ CGT (9) 4 0.454
Estresse hidrico

31 Panicula CGG (8) 2 0.399
27 Brusone/ estresse TGC (8) 4 0.116
33 Brusone CGA (8) 2 0.386
36 Brusone GGC (7) 2 0.050
43 Etresse GGC (8) 6 0.831
45 Panicula GGA (7) 2 0.093
46 Panicula CGG (7) 2 0.093
50 Panicula CCG (8) 3 0.370

necessaria a analise de somente cinco microssatélites, flanqueados pelos primers
3,4, 13,20 e 50. A partir desses resultados fica evidenciada a potencialidade dos
marcadores microssatélites na distingo e identificagdo de gendtipos de arroz.

O agrupamento por similaridade a partir dos padrdes de bandas das
cultivares permitiu separar os genotipos em dois grupos (Figura 2). Um dos
grupos foi composto por cultivares da subespécie indica e o outro com as
cultivares da subespécie japonica. A diversidade observada entre os grupos foi

de 86%, ou seja, os marcadores utilizados refletiram uma grande diversidade
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FIGURA 2. Dendrograma de 38 genotipos de arroz, baseado na andlise de 19
microssatélites. PRI/WUR, Wageningen, Holanda, 2004.

entre os gendtipos pertencentes as diferentes subespécies. Esses resultados
confirmam os encontrados por Bel6 et al. (2002), quando analisaram quatorze
das cultivares também utilizadas no presente estudo. Esses ultimos autores
utilizaram 25 primers RAPD e 13 primers microssatélites, em estudos
independentes, tendo encontrado a mesma classificagdo mostrada neste estudo.
Por meio dos primers 22 e 44 (Figura 3) foi possivel separar claramente
as cultivares das subespécies indica e japonica em duas regides distintas no gel.
O primer 44 separa o grupo de cultivares indica em duas regides no gel, sendo
que as cultivares IR 64 e Jasmine, ndo descendentes de gendtipos nacionais, sao
distinguidas no gel por situarem-se em regido distinta das demais formando um

subgrupo dentro do grupo indica.
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FIGURA 3. Padroes de bandas observados a partir da amplificacdo dos primers
22 e 44. PRI/WUR, Wageningen, Holanda, 2004.

Dentre os grupos formados, os quais podem ser visualizados no
dendrograma apresentado na Figura 2, o grupo 1, composto por cultivares que
podem ser classificadas como japdnicas, foi subdividido em 4 subgrupos. O
primeiro, com as cultivares Rio Verde, Canastra, Rio Parnaiba, Douradao,
Cabacu, Confianga, Progresso, Carisma, Bonanca e Maravilha; o segundo com
as cultivares BRS Soberana, IRAT 112, CAS 8812, CAS 8993; o terceiro
subgrupo com as cultivares Araguaia, Caiapo, Guarani, Carajas ¢ Primavera; o
quarto subgrupo com as cultivares IAC 202, BRS Firmeza, Formosa, BRS
Bujuru, Sasanishiki, Carnarole ¢ INIA Taquari. Dentro desse ultimo grupo,
apenas trés genoétipos sdo cultivados em sistema irrigado, que sdo as cultivares
INIA Taquari, BRS Bujuru e BRS Firmeza, as demais sdo cultivadas no sistema
de sequeiro. Um subgrupo, dentro desse grupo, reuniu as cultivares Formosa,
BRS Bujuru, Sasanishiki e Carnaroli, todas japdnicas, com caracteristicas de
apresentar grao curto, caracteristica estas que destacam essas cultivares das
demais. Esse agrupamento novamente fortalece o valor de marcadores em
regides expressas dos genomas, tendo sido agrupadas nele todas as cultivares

com uma importante caracteristica em comum.
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O segundo grupo de cultivares, apenas com cultivares da subespécie
indica, foi dividido em dois subgrupos. Subgrupo 1, com as cultivares BRS
Taim, IRGA 420, BR-IRGA 420, BR-IRGA 417, Supremo I, BR-IRGA 409,
BR-IRGA 410, Epagri 112, El Paso L 144, IRGA 418, BRS Pelota, todas
oriundas de Programas de Melhoramento Genético do Sul do Brasil, com
excecdo da cultivar El Paso L 144, que embora desenvolvida pelo INIA,
Uruguai, possui descendentes daquele programa. No segundo subgrupo com as
cultivares IR 64, desenvolvida pelo IRRI, Filipinas e Jasmine, cultivar aromatica
originada em Taiwan. Sendo assim, essa descendéncia explica a subdivisdo

dentro do grupo das cultivares da subespécie indica.

Os padrdes de bandas encontrados na analise dos microssatélites nado
permitiram o relacionamento direto desses com as caracteristicas morfologicas a

que esses genes estavam relacionados.
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4 CONCLUSOES

E possivel localizar microssatélites em ou proximos a genes, assim como
desenhar primers para esses.

A andlise de microssatélites permite a caracterizagdio e a
individualizagdo de todas as cultivares estudadas.

A andlise dos microssatélites selecionados permite classificar os

geno6tipos quanto a subespécie a que pertencem.
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CONSIDERACOES GERAIS

A caracterizag@o de cultivares de arroz pode ser realizada com sucesso
utilizando-se marcadores morfolégicos, isoenzimaticos ou moleculares. Porém
cada um deles com potencialidades e limitagdes em diferentes niveis.

Os marcadores morfoldgicos destacam-se pela facilidade de analise, ndo
exigindo equipamentos sofisticados. Por outro lado, esses marcadores possuem
varias limitagdes. Destacamos algumas dificuldades observadas, tendo sido a
principal a subjetividade no momento da classificagdo de determinados
descritores, aliado a auséncia da disponibilidade de padrdes de comparagdo.
Outro fator limitante é a influéncia do ambiente, que foi observada, por
exemplo, quando da andlise da antocianina no colmo em diferentes ambientes.
Por ultimo, destacamos o tempo exigido para a obtengdo de alguns descritores a
serem avaliados, os quais sdo, em sua maioria, a partir do estaddio reprodutivo.
Esses marcadores s3o recomendados para a comparagdo de cultivares
contrastantes, além da necessidade de um técnico experiente para a realizagdo
das avaliagoes.

Os marcadores isoenzimaticos podem ser considerados uteis na distingao
das variedades, apesar da ndo diferenciagdo de alguns genotipos nesse estudo.
Destaca-se a rapidez na otengdo dos resultados, pois as analises podem ser
realizadas a partir de sementes, além da facil interpretagdo desses e a
simplicidade na execugdo da técnica. E importante ressaltar que esses
marcadores podem sofrer influéncia do ambiente. Dessa forma, ¢ importante
serem analisados sistemas isoenzimaticos que ndo sofram essa influéncia, além
da utilizacdo de sementes com alta qualidade fisiologica e livre de patdgenos.
Esses descritores sdo recomendados como uma alternativa da andlise dos
marcadores moleculares. Dependendo dos equipamentos e profissionais

disponiveis podem oferecer resultados confidveis, porém ¢ fundamental o
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conhecimento do comportamento dos sistemas isoenzimaticos analisados quanto
a influéncia ambiental.

Por meio dos marcadores microssatélites foi possivel diferenciar e
identificar todos os genotipos utilizados nesse estudo. Esses apresentam
resultados de facil interpretagdo e com pequeno numero de analises é possivel
identificar com clareza e precisdio um grande nimero de genotipos. Os
resultados sdo obtidos em poucas horas, além da possibilidade de analise de
qualquer tecido em qualquer estddio de desenvolvimento da planta. A partir do
presente estudo coloca-se a disposi¢do primers eficientes para a identificagdo das
principais cultivares de arroz utilizadas no Brasil. Os marcadores moleculares
sdo, dessa forma, os recomendados para a distingdo ¢ identificagdo de gendtipos
sempre que forem verificadas dificuldades na analise morfolégica e tenha-se

disponivel mao de obra e equipamentos especializados.
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