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RESUMO

SILVA, Aline Scheer da. Caracterizacdo morfofenoldégica e molecular de
mutantes de arroz irrigado. 2013. 83f. Tese (Doutorado) - Programa de Pds-

Graduacao em Fisiologia Vegetal da Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O arroz irrigado (Oryza sativa L.) apresenta grande importancia econémica e social,
principalmente na regiao sul do Brasil, fato que estimula a busca por cultivares mais
produtivas e com caracteristicas agronémicas que atendam as exigéncias de
mercado. Técnicas de apoio aos programas de melhoramento, como mutacdes
induzidas e uso de marcadores moleculares estdo sendo cada vez mais utilizadas. A
inducdo de mutacdes € considerada um método alternativo para criar variabilidade
genética, sendo o0 uso de radia¢Bes ionizantes uma tecnologia eficaz, com a qual
foram obtidos mutantes com caracteristicas de maior produtividade, precocidade,
menor porte, maior resisténcia as doencas e pragas em diferentes espécies, 0s
quais séo utilizados nos programas de melhoramento na obtencdo de novas
cultivares. AFLP é uma das técnicas de marcadores moleculares mais utilizadas
para analisar divergéncia genética em populacées de plantas, principalmente em
espécies que apresentam baixa taxa de poliforfismo no DNA. O presente trabalho
teve como objetivo a caracterizacdo morfofenoldgica e molecular de mutantes de
arroz irrigado oriundos das cultivares elite BRS Queréncia e BRS Fronteira, os quais
poderdo se transformar em novas cultivares ou servirem para cruzamentos nos
programas de melhoramento de arroz. Na safra 2009/2010 sementes de plantas M1
(originadas de sementes expostas a diferentes doses de radiacdo gama) foram
semeadas em bandejas contendo solo tipico da cultura do arroz, visando a produgéo
de mudas. No estadio de duas a trés folhas as mudas foram transplantadas para o
campo formando a populagdo M2. Nesta geracdo foram selecionadas 59 mutantes
com caracteristicas agrondmicas de interesse. Na safra seguinte (2010/2011),

sementes destas 59 plantas mutantes foram semeadas e transplantadas nas



mesmas condi¢cbes anteriores e formaram a populacdo M3. Em todas geracdes
foram avaliados os descritores morfofendlégicos da cultura do arroz, foi também
avaliada a divergéncia genética entre os mutantes selecionados na geracao M3 e as
cultivares testemunhas pela técnica de AFLP. Os dados obtidos foram submetidos a
andlise de variancia, comparados pelo teste de médias (Dunnett) a 5% de
probabilidade, foi realizada também andlises multivariadas através do programa
GENES (CRUZ, 2007). Em ambas -cultivares foram obtidos mutantes com
caracteristicas de interesse agrondémico, como reducdo no ciclo da cultura e na
altura das plantas, incremento na espessura do colmo, maior perfilhamento e
namero de paniculas, maior nimero de graos por panicula e maior peso de 1000
graos. A técnica AFLP mostrou até 51% de dissimilaridade entres os gendétipos de
mesma origem, sendo M_CTT/E_AAC a combinacdo de primers mais informativa
entre as 13 combinacdes testadas neste estudo. Com base nos resultados obtidos,
conclui-se que alguns dos mutantes obtidos poder&o ser utilizados futuramente para

estudos de acao génica, cruzamentos e/ou para o lancamento de uma nova cultivar.

Palavras chave: Oryza sativa L., variabilidade genética, raios gama, caracteres

agronomicos e AFLP.



ABSTRACT

SILVA, Aline Scheer da. Morphophenological and molecular characterization of
irrigated rice mutants. 2013. 83f. Tese (Doutorado) - Programa de Pds-Graduacgéo

em Fisiologia Vegetal da Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Irrigated rice (Oryza sativa L.) presents a great economic and social importance,
mainly in Brazil’s southern region, which stimulates the search for more productive
cultivars and with agronomic characteristics that meet market requirements. Support
techniques to improvement programs, as induced mutations and use of molecular
markers, are being increasingly used. Induced mutations are considered to be an
alternative method in order to create genetic variability, being the use of ionizing
radiation an effective technology with which mutants were obtained with
characteristics of higher productivity, precocity, smaller, higher resistance to disease
and pest infestation in different species, which are used in improvement programs to
obtain new cultivars. AFLP is one of the most used molecular markers techniques to
analyze genetic divergence in plant populations, mainly in species that present low
rate of poliforfism in the DNA. The aim of this work was morphophenological and
molecular characterization of mutants of rice derived from the BRS Queréncia and
BRS Fronteira elite cultivars, which can turn into new cultivars or serve to crossings
in rice breeding programs. In the 2009/2010 growing season, seeds of M1 plants
(originated from seeds exposed to different doses of gamma radiation) were sown in
trays containing soil typically found in rice culture, aiming seedling production. From
two to three leaves, seedlings were transplanted to the field forming M2 population.
In this generation, 59 mutants with agronomic characteristics of interest were
selected. In the following growing season (2010/2011), seeds of these 59 mutant
plants were sown and transplanted in the same previous conditions and formed M3
population. In all generations, morphophenologic descriptors of rice culture were

evaluated. Genetic divergence among the mutant selected in generation M3 and the



cultivar witnesses through the AFLP technique were also evaluated. The obtained
data were submitted to analysis of variance, compared by means test (Dunnett) to
5% of probability. Multivariate analysis through GENES software were also
performed (CRUZ, 2007). In both cultivars, mutants with characteristics of agronomic
concern were obtained, such as reduction in culture cycle and in height of the plants,
increase in thickness of the stem, greater tillering and panicle number, higher number
of grains per panicle and higher 1000-grain weight. AFLP technique showed up to
51% dissimilarity among genotypes of the same origin, being M_CTT/ E_AAC the
most informative primer combinations among the 13 combinations tested in this
study. Based on the results that were obtained we conclude that some of the mutants
obtained can be used in the future for gene action studies, crossings and/or to launch

a new cultivar.

Keywords: Oryza sativa L., genetic variability, gamma rays, the agronomic characters
and AFLP.
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INTRODUCAO GERAL

O arroz (Oryza sativa L.) € uma das culturas mais importantes do mundo,
sendo cultivado em um décimo do total de terra aravel (RASHID et al., 2009).
Alimento béasico para maior parte da populacao é classificado como segundo cereal
mais consumido, sendo a Asia responsavel por 92% da producéo total deste cereal
no mundo (TABASUN et al., 2011). O Brasil € o nono produtor mundial e excluindo-
se 0s paises asiaticos, o0 maior produtor, com produc¢do oriunda de dois sistemas de
cultivo: varzea (irrigado) e terras altas (sequeiro). Entre os Estados brasileiros o Rio
Grande do Sul contribui com 66,5% da producdo nacional, representando grande
importancia econdmica e social (CONAB, 2013).

A pesquisa com arroz irrigado no Rio Grande do Sul tem efetiva participagéo
da Embrapa Clima Temperado (CPACT), sendo a mesma responsavel pelo
lancamento de varias cultivares nas ultimas décadas. Dentre as cultivares lancadas
tem-se a BRS Queréncia e a BRS Fronteira.

A cultivar BRS Queréncia originou-se de um cruzamento controlado entre a
linhagem CL 246 e a cultivar Zho Fee NO 10, em 1989/90, na Embrapa Clima
Temperado, em Pelotas, RS. A linhagem CL 246 é fonte de qualidade de grao,
produtividade, resisténcia a brusone e apresenta boa adaptacdo as condicdes
edafoclimaticas predominantes no sul do Brasil, aliada a caracteristicas de gréos
com excelente qualidade industrial e culinaria. Ja o genitor Zho Fee é uma o6tima
fonte de tolerancia ao frio. Em 2000, a linhagem passou a integrar a rede de Ensaios
de Valor de Cultivo e Uso (VCU) do Rio Grande do Sul, apresentando 6timo
desempenho nas diversas regibes orizicolas onde foi avaliada. Esta cultivar foi
lancada em 2004, tem ciclo precoce, ao redor de 110 dias, da emergéncia das
plantulas a maturacdo completa dos grédos, € constituida por plantas do tipo

"moderno-americano”, de folhas e gréos lisos com boa tolerancia a doencgas. Seus
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grédos sao longo-finos ("agulhinha"), com elevado rendimento industrial, altamente
translicidos ("vitreos") e de 6tima qualidade culindria (FAGUNDES et al.,2005).

A cultivar BRS Fronteira originou-se do cruzamento triplo entre os genitores
CNA 6183, BR IRGA 409 e IRI 344, realizado pela Embrapa Arroz e Feijao em 1990.
Os dois primeiros apresentam boas caracteristicas agrondmicas e grdos com
excelentes qualidades industriais e culinarias, e o IRl 344 é fonte de resisténcia a
brusone e mancha de grdos. Como resultado da parceria estabelecida entre a
Embrapa através de seus centros, Embrapa Arroz e Feijao e Embrapa Clima
Temperado, Fundag&o Marona e a Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integrada
(CATI), através do Nucleo de Producdo de Sementes, Mudas e Matrizes de Taubaté,
a cultivar BRS Fronteira foi avaliada nos Estados do Rio Grande do Sul e S&o Paulo,
em Ensaios de Valor de Cultivo e Uso (VCU) no periodo agricola de 2001/02 a
2003/04, tendo como testemunha a cultivar BR-IRGA 409. E uma cultivar de ciclo
médio (em torno de 135 dias) que combina caracteristicas de arquitetura moderna
de planta, resisténcia ao acamamento, paniculas longas e alta capacidade produtiva
com grados de classe longo-fino, casca lisa e de qualidade industrial e culinaria
similares aos da BR-IRGA 409, de ampla aceitacao pela industria arrozeira. Sendo
assim, o lancamento desta cultivar teve como objetivo aumentar a diversidade
genética e dar maior opcdo aos produtores gauchos e paulistas (CUTRIM et al.,
2006).

No entanto, as cultivares lancadas, por melhor que sejam em desempenho
produtivo, dificilmente conseguem reunir todos caracteres ideais em um U(nico
gendtipo. No caso da BRS Queréncia, um melhor padrdo de arquitetura de plantas
(maior numero de perfilhos, menor estatura e angulo mais ereto da folha bandeira) e
uma maior resisténcia ao frio poderia aumentar seu desempenho produtivo a campo.
Ja para a cultivar BRS Fronteira a reducao do ciclo é o principal parametro a ser
alterado.

Nas ultimas décadas, o crescimento na producdo de arroz foi alcangado
principalmente pelo aumento de produtividade. Entretanto, atualmente, os ganhos
baseados em tal parametro tém sido menores ou com pequenos incrementos.
Assim, o aumento e identificacdo de variabilidade genética é de extrema importancia
para o melhoramento desta espécie, pois 0s programas de melhoramento de arroz
conduzidos no Brasil e no mundo tém utilizado um numero restrito de genitores elite

nos cruzamentos, contribuindo assim para a reducdo da base genética e a nao
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obtencdo de ganhos em produtividade de graos. Apenas sete ancestrais foram
identificados como responsaveis por 70% da composi¢cdo génica das cultivares de
arroz irrigado mais utilizadas no Pais. No Rio Grande do Sul, seis ancestrais
contribuem com 86% dos genes das cultivares mais plantadas (CORDEIRO e
RANGEL, 2011), isto acarreta em alta vulnerabilidade das cultivares a estresses
abioticos por serem geneticamente relacionadas e também a redugéo de ganhos de
selecdo, principalmente para caracteristicas quantitativas, como a produtividade de
graos (CORDEIRO e MEDEIROS, 2010).

Assim, 0s aumentos nos ganhos por selecdo s6 sao possiveis se for
introduzida variabilidade genética adicional as popula¢cdes em melhoramento, pois a
diversificacdo proveniente da ampliacdo da base genética permite o surgimento de
novas combinacdes alélicas e adaptacdes a ambientes especificos (CORDEIRO,
2001; CORDEIRO et al., 2003). Sendo a produtividade de grdos um carater
quantitativo, a probabilidade de se encontrar um individuo, em qualquer geracdo
segregante, que contenha todos os alelos favoraveis, € muito pequena. Esses alelos
geralmente estédo dispersos nas familias sob avaliacdo. Selecionando-se as familias
superiores e intercruzando-as, aumenta-se a frequéncia de alelos favoraveis na
nova populagéo (CORDEIRO et al., 2003; RANGEL et al., 2005).

Segundo Majeed e Muhammad (2010) técnicas de radiacdo ionizante sao
amplamente utilizadas na agricultura para a obtencao de variabilidade genética e, ao
contrario do melhoramento tradicional que envolve genitores, longo periodo de
tempo e onerosa mao-de-obra para a producdo de novas combinacfes genéticas a
partir de genes parentais ja existentes, cria novas combinacfes de genes com alta
frequéncia de mutacfes. Muitas destas, podem ser benéficas e resultarem em altos
ganhos econbmicos para a cultura. Além disso, a radiacdo ionizante contribui
eficazmente em estudos genéticos e desenvolvimento de cultivares melhoradas
(HAJOS, 2009; LEE et al., 2002).

Dentre os tipos de radiacao ionizantes, os raios gama sdo conhecidos por
influenciar o crescimento e desenvolvimento das plantas pela inducao de alteracdes
citolégicas, bioquimicas, fisiologicas e genéticas (HAMEED et al., 2008; GUNCKEL e
SPARROW, 1961). Em arroz, varios resultados sobre distintos caracteres
morfofenolégicos foram obtidos pelo uso de radiagcdo gama, como redugdo no ciclo
da cultura (RASHID et al., 2009; MARTINS et al., 2005), e na altura de plantas
mutantes (SILVA et al., 2012; TABASUM et al.,, 2011; SHEHZAD et al.,, 2011,
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RASHID et al., 2009; MARTINS, et al., 2005), incremento no numero de paniculas
por planta, no nimero de graos por panicula, no niumero de perfilhos e no peso de
1000 gréos (SHEHZAD et al., 2011; MARTINS et al., 2005).

Dentre os caracteres citados acima, as alteracdes no ciclo da cultura podem
ser determinantes na producédo de arroz no Rio Grande do Sul, pois cultivares com
ciclo longo normalmente sofrem com estresse por frio na fase reprodutiva (CRUZ e
MILACH, 2000). Assim, o desenvolvimento de cultivares com constituicdes genéticas
gue resultem em reducéo do ciclo pode amenizar os efeitos causados por estresses
biodticos e até abioticos, uma vez que cultivares com ciclo reduzido permanecem por
um periodo menor de tempo no campo, minimizando os efeitos prejudiciais do frio e
dos patdgenos. Além disso, a reducdo no porte das plantas permite o uso de
doses mais elevadas de nitrogénio, sem acamamento de plantas; resultando
consequentemente, em incremento de caracteres correlacionados diretamente com
a produtividade (MAGALHAES, 2007).

ApOs detectar a presenca de caracteristicas agronémicas superiores €
importante verificar a herdabilidade de cada um destes parametros, pois a principal
funcdo da herdabilidade (h2) € o seu papel preditivo, 0 qual expressa a
confiabilidade do valor fenotipico como estimador do genotipico, de tal forma que,
quanto maior a herdabilidade, maior o ganho genético por selecdo (RAMALHO et al.,
1993).

Nos ultimos anos, as técnicas com base em marcadores de DNA junto com a
andlise de caracteristicas morfol6gicas tém sido utilizadas para detectar variacdes
no nivel de DNA para distinguir gendtipos estreitamente relacionados. O
desenvolvimento do “Amplified Fragment Length Polymorphism” (AFLP) (VOS et al.,
1995) permitiu a caracterizacdo do genoma de varias culturas (ZHU et al., 1998;
PRASHANTH et al., 2002; WITKOWICZ et al., 2003; MALONE et al., 2006; RASHID
et al., 2009; THEERAWITAYA et al., 2011 ).

O nivel de variacdo detectada usando técnicas AFLP depende da
combinacdo das enzimas de restricdo selecionadas, do nimero de combinagfes de
primers utilizado e da distancia genética entre os genétipos analisados. Marcadores
do tipo AFLP permitem a deteccdo de variacdes de muitos loci simultaneamente,
sendo amplamente utilizados para a avaliagdo da variagdo genética entre genotipos
com grau de parentesco diferenciados, especialmente entre aqueles gendtipos com

pequena distancia genética, como geralmente ocorre entre as cultivares e 0s
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mutantes oriundos delas (GONZALEZ et al, 2008). Em arroz, muitos trabalhos com
mutantes revelaram polimorfismo e mostraram a eficiéncia da técnica (LU et al,
2010; GONZALEZ et al, 2008; LI et al, 2007; YU et al; 2007)

Nesse contexto, com objetivo de aumentar a variabilidade do pool genético de
cultivares plantadas em nossa regido, iniciou-se um estudo em nivel de mestrado
em parceria da Embrapa Clima Temperado e a Universidade Federal de Pelotas
onde lotes de sementes das cultivares BRS Queréncia e BRS Fronteira (com 13 e
25% de umidade) foram irradiadas com diferentes doses de radiagcdo gama (fonte de
Co® “Eldorado 78” /Atomic Energy of Canada Ltda). Estas sementes foram
imediatamente semeadas em bandejas contendo solo tipico da cultura do arroz.
Neste trabalho, analisou-se a radiossensibilidade nas plantulas de arroz irrigado, seu
potencial de crescimento e capacidade antioxidante. Plantulas de todos os
tratamentos foram transplantadas para o campo onde foram realizadas avaliacGes
morfofenolégicas na geracdo M1. Visando confirmar se as avaliacfes dos caracteres
discriminantes observadas nos mutantes M1 foram efeito de alteracdes genéticas ou
ambientais, e se estas alteracdes eram herdaveis, foi dado continuidade ao trabalho
em nivel de doutorado. Durante o desenvolvimento do trabalho de tese, as sementes
obtidas na geracdo M1, passaram por mais duas geracdes, sendo realizadas
avaliacoes, selecdes e estudos moleculares dos mutantes obtidos. Assim o objetivo
do presente estudo foi a caracterizacdo morfofenolégica e molecular de mutantes
oriundos das cultivares elite BRS Queréncia e BRS Fronteira, 0s quais poderéo se
transformar em novas cultivares ou servirem para cruzamentos em programas de

melhoramento e/ou estudos de agao génica.



CAPITULO 1 - ESTUDOS BIOMETRICOS E GENETICOS EM MUTANTES DE
ARROZ

INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) é cultivado e consumido em todos os continentes,
destacando-se pela producdo e area de cultivo (ROTILI et al., 2010). No Brasil,
sobretudo na regido sul, o arroz irrigado apresenta grande importancia econémica e
social, fato que estimula a busca por cultivares mais produtivas e com caracteristicas
agrondmicas que atendam as exigéncias de mercado.

O sucesso de um programa de melhoramento de plantas reside na existéncia
de variabilidade na populacdo de trabalho (CRUZ, 2006). Neste sentido, a mutacao
induzida tornou-se uma ferramenta muito utilizada visando o aumento de
variabilidade genética (FU et al., 2008). Existem diversas fontes de inducdo de
mutacdo, porém a radiacdo gama € considerada como uma das principais (KHIN,
2006). Por meio do uso de radiagOes ionizantes foram obtidos mutantes com
caracteristicas de maior produtividade, precocidade, menor porte, maior resisténcia
as doencas e pragas em diferentes espécies, 0s quais sdo utilizados nos programas
de melhoramento na obtencéo de novas cultivares (SHEHZAD et al., 2011). Estudos
mostram que mais de 2.200 variedades de plantas cultivadas foram obtidas
utilizando radiacdo, sendo que 64% destas foram induzidas por radiacdo gama
(AHLOOWALIA et al., 2004; WU et al., 2005). Melhoristas tém recomendado, para a
formacdo de populagédo-base, o intercruzamento entre cultivares superiores e
divergentes. Essa divergéncia pode ser avaliada a partir de caracteres agronémicos,
morfologicos, moleculares, entre outros. As informacgdes multiplas de cada cultivar
sao expressas em medidas de dissimilaridade, que apresentam a variabilidade que

h& no conjunto de acessos estudados (CRUZ, 2006).



21

Em programas de melhoramento é de fundamental importancia o
conhecimento da adaptabilidade e estabilidade dos gendtipos, visando-se amenizar
os efeitos da interacao gendtipos x ambientes (FREIRE FILHO et al., 2005). Além da
adaptabilidade e estabilidade, a analise de parametros genéticos € de grande
importancia, pois as informagdes provenientes dos componentes de variancia
genotipica, herdabilidade e indice de variagdo sao essenciais aos melhoristas para
inferéncias sobre os ganhos a serem alcancados com a selecdo (SOBIERAJSKI et
al., 2006).

A principal funcdo da herdabilidade € seu papel preditivo, que expressa a
confiabilidade do valor fenotipico como estimador do valor genotipico, de tal forma
gue guanto maior a herdabilidade, maior o ganho genético por selecdo (RAMALHO
et al.,, 1993). A comparacdo da variabilidade liberada entre os genoétipos pode
também ser estimada por meio do coeficiente de variagdo genética (CVQ), que é a
medida do desvio genético em relagdo & média (CORDEIRO et al., 2003).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi obter variabilidade genética através
de mutacao induzida, caracterizar e selecionar grupos de plantas mutantes quanto a
estatura e arquitetura de planta, espessura de colmo, numero de perfilhos, nimero e
comprimento de paniculas, peso de mil grdos e ciclo da cultura, em relacéo
cultivares elite BRS Queréncia e BRS Fronteira, visando utilizar esta variabilidade

em programas de melhoramento genético de arroz irrigado.

MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi conduzido em casa de vegetag&do e no campo experimental da
Embrapa Clima Temperado, localizada em Pelotas, RS, durante as safras
2008/2009, 2009/2010 e 2010/2011. Foram utilizadas sementes de arroz irrigado
das cultivares BRS Queréncia e BRS Fronteira, cedidas pela mesma instituicdo de
pesquisa. Na primeira safra (2008/2009) foram realizados tratamentos com radiacéo
gama em fonte de Co® “Eldorado 78” (Atomic Energy of Canada Ltda.) do Centro de
Oncologia do Departamento de Radiologia da Faculdade de Medicina, UFPel.
Diferentes doses de radiag¢éo (0, 200, 250, 300, 350 Gy) foram obtidas através da
variacdo do tempo de exposicdo das sementes, na taxa de 15,24 Gy por minuto.
Foram irradiados, para cada cultivar e dose, amostras de 500 sementes com 13% de

umidade. Depois de irradiadas as sementes foram imediatamente semeadas em
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bandejas plasticas contendo solo tipo Planossolo Haplico, tipico da cultura de arroz
irrigado, cuja umidade foi mantida através de irrigacdo manual. Aos 28 dias ap0s a
semeadura (DAS), quando as plantulas estavam no estadio V4, foram
transplantadas para o campo experimental. As praticas de adubac&o e manejo foram
adotadas segundo as recomendacdes técnicas de cultivo do arroz irrigado (SOSBAI,
2007). Foram colhidas sementes de cada tratamento e na safra seguinte
(2009/2010) estas foram semeadas e transplantadas nas mesmas condi¢cdes do ano
anterior, sendo realizadas avaliagcbes morfofenolégicas nas plantas de cada
tratamento (dados ndo mostrados). Nesta safra foram selecionadas 59 plantas
mutantes, sendo 25 da cv. BRS Queréncia e 34 da cv. BRS Fronteira (Anexo 1).
Para selecdo das plantas foram empregados alguns critérios como duracéo de ciclo,
estatura e arquitetura de planta, numero de paniculas, numero de perfilhos, auséncia
de doencas, baixa esterilidade de espiguetas, peso de mil graos, entre outros. Ao
final do ciclo da cultura as sementes foram colhidas e armazenadas. Na safra
subsequente (2010/2011), as sementes das 59 plantas selecionadas foram
semeadas e transplantas conforme as safras anteriores. No entanto, para este
experimento foi usado o delineamento experimental de blocos aumentados de
Federer (1955), com 12 blocos sendo cada bloco composto por 5 linhas com
testemunhas intercalares das duas cultivar a cada bloco Os 59 gendétipos avaliados
foram distribuidos em linhas de 4 metros, sendo cada linha um gendtipo com 20
plantas espacadas a cada 0,2m. As praticas de adubacdo e manejo também foram
adotadas segundo as recomendacdes técnicas de cultivo do arroz irrigado (SOSBAI,
2010). Quando as plantas de cada linha atingiram plena floracdo (50% das plantas
com emissdo da panicula) foram mensurados os seguintes descritores morfoldgicos:
altura de planta (da superficie do solo até a ponta da panicula - cm), comprimento do
colmo (da superficie do solo ate a base da panicula - cm), espessura de colmo
(leitura na penultima auricula com paquimetro digital - mm), comprimento e largura
da folha bandeira (cm), numero de perfilhos, nUmero de paniculas por planta e
comprimento de panicula (cm). Foi avaliado o ciclo da cultura e apd6s a colheita, no
laboratorio foi analisado o numero de graos por panicula, nimero de espiguetas
estéreis por panicula e o peso de 1000 gréos (g).

Os dados experimentais foram submetidos a analise de variancia,
comparados pelo teste de médias (Dunnett) a 5% de probabilidade através do

programa GENES - Versdo Windows, Aplicativo Computacional em Genética e
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Estatistica (CRUZ, 2007). Para cada carater agronémico foram analisadas as
médias, valores médios maximos e minimos encontrados, além do coeficiente de
variacdo experimental (CVe), coeficiente de variacdo genético (CVg), CV

genético/Cv ambiental e herdabilidade.

RESULTADOS

Com a finalidade de verificar a diversidade morfofenoldgica, foram analisados
parametros biométricos e genéticos de 12 caracteres morfofeldgicos em 25 plantas
mutantes oriundas da cv. BRS Queréncia e 34 plantas mutantes oriundas da cv.
BRS Fronteira (Tabela 1 e 2). As condi¢cdes de cultivo foram iguais para todas as
plantas avaliadas, assim, pode-se inferir que 0s acessos constituem gendtipos

distintos, uma vez que foi detectada variabilidade morfolégica entre 0s mesmos.

Tabela 1 - Estatistica descritiva para 12 caracteres morfofenolégicos da cultura do
arroz, avaliados em 25 mutantes oriundos da cv. BRS Queréncia (BRS QUE) e 34
mutantes oriundos da cv. BRS Fronteira (BRS FRO). Pelotas, safra 2010/2011.

Média Test Média Mut Maximo Mut Minimo Mut CVe CVe | CVe
% % %
BRS BRS BRS BRS BRS BRS BRS BRS geral | TEST | Mut
QUE FRO | QUE FRO | QUE FRO | QUE FRO

AP 97,0 923 | 985 93,1 | 104,98 99,78 | 8298 85,18 | 3,61 | 3,62 3,6
cC 71,8 696 | 722 682 | 7800 74,00 | 6250 65,00 | 4,56 | 4,52 | 4,57
EC 3,9 3,5 41 4,0 4,47 4,58 3,71 3,45 3,68 | 3,93 | 3,59
CFB 31,7 270 | 333 306 | 3687 36,17 | 22,07 2517 | 9,12 | 9,65 | 8,92
LFB 19 15 1,9 1,7 2,25 1,98 1,74 1,38 254 | 2,62 | 2,51
NPER 16,5 17,9 15,5 176 | 21,22 2562 | 11,62 14,32 | 9,01 | 8,98 | 9,13
NPAN 15,7 15,8 14,5 16,6 | 19,67 23,27 | 10,37 12,67 | 591 | 5,93 5,9
CPAN 33,47 289 | 333 304 | 36,40 36,40 | 30,90 28,21 | 3,23 | 3,27 | 3,21
NGP 170,3 1452 | 182,1 160,3 | 232,16 197,36 | 138,56 134,26 | 7,52 | 7,98 | 7,35
NEE 689 238 | 499 366 | 9856 78,96 | 23,56 19,96 | 11,7 | 11,00 | 12,0
P1000 242 258 | 240 26,3 | 25,78 28,9 21,90 2338 | 0,68 | 0,68 | 0,68

CICLO 113,0 1306 | 113,4 1222 | 1210 127,0 106,0 112,0 | 0,67 | 0,68 | 0,67

“Média Test” referente a média das testemunhas e “Média Mut” referente a médias dos mutantes.
Sendo Maximo Mut = valor maximo encontrado nos mutantes e Minimo Mut = valor minimo

encontrado nos mutantes. Caracteres avaliados: AP (altura de planta), CC (comprimento do colmo),
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EC (espessura do colmo), CFB (comprimento da folha bandeira), LFB (largura da folha bandeira),
NPER (numero de perfilhos), NPAN (nimero de paniculas), CPAN (comprimento de panicula), NGP
(nimero de graos por panicula), NEE (nUmero de espiguetas estéreis), P1000 (peso de mil gréos) e

Ciclo da cultura (nimero de dias).

Desta forma pode-se observar (Tabela 1) que para a maioria dos caracteres
as médias das testemunhas (BRS Queréncia e BRS Fronteira) foram muito similares
as médias dos mutantes. No entanto, dentro do grupo de mutantes ocorreu variacdo
em todos os parametros analisados em ambas cultivares, como pode ser visto na
amplitude entre o valor maximo e o minimo encontrado para cada variavel.

Ao analisar os valores madximos e minimos e comparar com a média da
cultivar em questdo pode-se observar que a radiagdo gerou mutantes com
caracteristicas muito interessantes para o melhoramento do arroz. Na cv. BRS
Queréncia, por exemplo, foram encontradas plantas com altura de 82,9cm (reducéo
de 14,5%), comprimento de colmo de 62,5cm (reducdo de 12,9%), numero de
perfilhos igual a 21,2 (incremento de 28,5%), numero de paniculas igual a 19,7
(incremento de 25,5%), além de incremento no numero de grdos por panicula
(36,4%), no peso de mil gréos (6,6%) e reducdo de 6,2% no ciclo da cultura. Ja na
cultivar BRS Fronteira observou-se reducédo de até 7,7% na estatura das plantas e
de aproximadamente 15% no ciclo da cultura, espessura de colmo de 4,6cm
(incremento de 31,4%), nimero de perfilhos e paniculas superiores em torno de
45%, além disto, maior nimero de gréaos por panicula (superior 35,9%) e peso de mil
graos (superior 12%).

O coeficiente de variacdo experimental foi muito semelhante nas testemunhas
e nos mutantes, 0 que mostra a precisao do experimento e por consequéncia a
menor variagdo do erro. Sendo que o maior coeficiente ocorreu para niumero de
espiguetas estéreis por panicula (CVe% geral=11,70) e os menores para peso de
1000 graos (CVe%=0,68) e ciclo da cultura (CVe%=0,67).
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Tabela 2 - Pardmetros genéticos para 12 caracteres morfofenolégicos da
cultura do arroz, avaliados em mutantes oriundos das cv. BRS Queréncia e BRS
Fronteira. Pelotas, safra 2010/2011.

Caréter Herdabilidade (%) CV genético (%) CVgenético/CV ambiental

AP 85,76 4,54 1,0
CcC 76,40 4,32 0,8
EC 51,82 3,52 0,46
CFB 60,45 7,39 0,55
LFB 95,49 12,18 2,06
NPER 81,00 14,39 0,92
NPAN 83,14 14,24 1,0
CPAN 89,13 6,69 1,28
NGP 70,67 11,0 0,69
NEE 87,72 38,92 1,19
P1000 92,17 6,1 1,53

CICLO 99,45 6,79 0,92

Siglas dos caracteres avaliados: AP (altura de planta), CC (comprimento do colmo), EC (espessura
do colmo), CFB (comprimento da folha bandeira), LFB (largura da folha bandeira), NPER (ndmero de
perfilhos), NPAN (numero de paniculas), CP (comprimento de panicula), NGP (nimero de grdos por

panicula), NEE (niumero de espiguetas estéreis) e P1000 (peso de mil gréos).

Dentre os caracteres analisados o maior valor do coeficiente de variacao
genético (CVg) ocorreu no numero de espiguetas estéreis (38,92%), ja 0s menores
valores ocorreram na altura de planta, no comprimento e espessura de colmo;
mostrando neste Ultimos o baixo polimorfismo adquirido pelo melhoramento da
espécie ao longo dos anos que resultou em fixacdo de genes para estes caracteres.
No entanto, para altura de planta e nimero de paniculas a relacdo CVg/CVe foi igual
a um, que significa que estas variaveis sdo influenciada em proporg¢des iguais pelo
genotipo e pelo ambiente, apresentando em torno de 85% de herdabilidade como
visto na Tabela 2. Maiores valores na relacdo CVg/CVe foram encontrados no ciclo
da cultura e na largura da folha bandeira, indicando que estas variaveis possuem
maior influéncia genética e portanto maior herdabilidade (99,45 e 95,49%,
respectivamente), no entanto, menores valores na relacdo CVg/CVe e herdabilidade
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ocorreram na espessura do colmo e no comprimento da folha bandeira, indicando
que estes parametros sdo mais influenciados por variagbes ambientais. Apesar

disso, todos parametros analisados apresentaram mais de 50% de herdabilidade.
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Figura 1 - Frequéncia de mutantes iguais, superiores e inferiores as
testemunhas da cv. BRS Queréncia para doze caracteres agronémicos analisados,
sendo 25 o total de mutantes. Conforme teste de médias (Dunnett) a 5% de
probabilidade. Caracteres agrondmicos: 1- Altura de planta, 2- Comprimento de
Colmo, 3- Espessura de Colmo, 4- Comprimento da folha bandeira, 5- Largura da
folha bandeira, 6- Numero de perfilhos, 7- Namero de paniculas, 8- Comprimento da
panicula, 9- Numero de grdos por panicula, 10- Numero de espiguetas estéreis por
panicula, 11- Peso de 1000 grédos e 12- Ciclo da cultura.

Ao analisar os mutantes oriundos da cv. BRS Queréncia (Figura 1 e Anexo 2),
para altura de plantas observou-se que doze gendtipos apresentaram diferenca,
sendo nove com alturas superiores (102,0 a 104,9cm) a média das testemunhas
(97,0cm) e trés com altura inferior (82,9 a 91,7 cm). O mutante “Mut Que 44”
apresentou a menor altura, sendo diferente de todos os demais. A amplitude do
comprimento do colmo nos gendtipos foi de 62,5 cm a 78,0 cm. Para esse parametro
um genaotipo foi superior (“Mut Que 33" com 78 cm) e quatro foram inferiores (“Mut
Que 447, “Mut Que 307, “Mut Que 87, “Mut Que 23” variando de 62,5 a 66,3 cm) a
média das testemunhas (71,8 cm). Em relacdo a espessura do colmo 12 gendtipos
foram superiores, variando de 4,2 cm a 4,4 cm. Espessura menor a testemunha (3,9
cm) somente foi encontrada em “Mut Que 44” (3,71cm) e “Mut Que 8” (3,70cm), ja a

maior espessura foi encontrada em “Mut Que 17" (4,47cm). Para comprimento e
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largura da folha bandeira trés gendétipos foram superiores, sendo que o comprimento
variou de 36,07 a 36,87cm e a largura de 1,98 a 2,25cm. No comprimento apenas
um genotipo foi inferior (22,07cm) a testemunha (31,70cm), ja na largura da folha
bandeira foram seis, variando de 1,74 a 1,84cm. Ao avaliar o numero de perfilhos
observou-se que sete gendtipos apresentaram diferenca em relacdo a cv. BRS
Queréncia (16,53), sendo que apenas um obteve mais perfilhos (“Mut Que 30” com
21,2 perfilhos), entretanto, seis apresentaram reducdo neste parametro, sendo que
“Mut Que 44” foi o mutante que menos perfilhou (11,6 perfilhos).

O numero de paniculas aumentou em apenas um genotipo (“Mut Que 307),
apresentando 19,6 paniculas; no entanto ocorreu declinio consideravel no nimero
de paniculas em 14 mutantes (variando de 10,37 a 14,16), ao comparar-se com a
testemunha (15,7). J4 para o comprimento da panicula, em relacdo a testemunha
(33,47cm), houve aumento significativo em “Mut Que 24" e “Mut Que 30" (35,9 e
36,4cm, respectivamente) e reducéo em “Mut Que 207, “Mut Que 33” e “Mut Que 44”
(que variaram de 30,90 a 31,60cm).

O numero de graos por panicula apresentou incremento em 11 mutantes, que
apresentaram de 191 a 232 grdos em comparagao com a testemunha (média de 170
graos), sendo o maior numero encontrado no “Mut Que 22”. Além disso, mais de
60% dos mutantes apresentaram reducao no niumero de espiguetas estéreis. Sobre
o peso de 1000 graos, foi observado que dez mutantes obtiveram peso superior a
testemunha (24,25g), variando entre 24,55 a 25,78g e quanto ao ciclo da cultura 12
gendtipos apresentaram aumento no nuimero de dias para completar o ciclo e 6

genotipos apresentaram reducao neste carater.
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Figura 2 - Frequéncia de mutantes iguais, superiores e inferiores as
testemunhas da cv. BRS Fronteira para 12 caracteres agrondmicos analisados,
sendo 34 o total de mutantes. Conforme teste de médias (Dunnett) a 5% de
probabilidade. Caracteres agrondémicos: 1- Altura de planta, 2- Comprimento de
Colmo, 3- Espessura de Colmo, 4- Comprimento da folha bandeira, 5- Largura da
folha bandeira, 6- Numero de perfilhos, 7- Namero de paniculas, 8- Comprimento da
panicula, 9- Niumero de gréos por panicula, 10- Numero de espiguetas estéreis, 11-

Peso de 1000 gréos e 12- Ciclo da cultura.

Todos os caracteres analisados nos mutantes oriundos da cultivar BRS
Fronteira mostraram diferenca estatistica em relacdo as testemunhas, exceto o
comprimento do colmo (Figura 2 e Anexo 2). Nesta cultivar trés mutantes
apresentaram incremento na altura (“Mut Fro 517, “Mut Fro 52” e “Mut Fro 26 com
respectivamente 97,2; 98,1 e 99,7cm) e apenas dois apresentaram reducao
significativa (“Mut Fro 57" e “Mut Fro 58" com respectivamente 85,1 e 86,5cm). No
entanto, para espessura do colmo quase todos mutantes (91,2%) foram superiores
(variando de 3,7 a 4,5cm) a média das testemunhas (3,5 cm), a maior espessura
encontrada no mutante “Mut Fro 10”.

Na avaliagdo do comprimento da folha bandeira 50% dos mutantes
apresentaram incremento neste carater, sendo a maior folha bandeira encontrada no
“‘Mut Fro 9” (36,17cm). Para a largura da folha bandeira, dez mutantes foram
superiores, com largura variando de 1,62 a 1,98cm em relagdo &4 média das

testemunhas (1,54cm).
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Ao avaliar o numero de perfilhos observou-se que cinco mutantes foram
superiores (“Mut Fro 17, “Mut Fro 317, “Mut Fro 277, “Mut Fro 58”, “Mut Fro 327,
variando de 21,0 a 25,6) e cinco inferiores (14,32 a 15,5), sendo que a média das
testemunhas foi de 17,9 perfilhos por planta.

No numero de paniculas, 14 mutantes foram superiores (17,26 a 23,27) e
quatro foram inferiores (12,67 a 14,17) a testemunha (15,83). Em relacdo ao
comprimento de paniculas, 12 gendtipos foram superiores as testemunhas, sendo as
maiores paniculas encontradas em “Mut Fro 9” e “Mut Fro 26”, com 33,41 e 36,4cm,
respectivamente. Com relagdo ao numero de graos por panicula, também foram 14
0s mutantes que se diferenciaram positivamente em relagdo a testemunha (140,2
graos), apresentando de 160,4 a 197,4 grdos. JA o numero de espiguetas estéreis
foi superior ao encontrado nas testemunhas para a maioria dos mutantes avaliados,
ndo havendo nenhum com reducdo neste carater. No entanto, todos mutantes
apresentarem redugao no ciclo da cultura e a maioria deles apresentaram peso de

mil gréos superior (26,0 a 28,9g) a média da cultivar (25,79).

DISCUSSOES

Os caracteres morfolégicos do arroz agrupam-se em caracteres constantes
(qualitativas) e variaveis (quantitativas); os primeiros sdo aqueles que definem a
espécie ou a variedade e, geralmente, sdo controladas por poucos genes,
apresentam alta herdabilidade e ndo se alteram, ou sédo pouco influenciadas pelo
ambiente. Os caracteres variaveis, controladas por varios genes, geralmente
apresentam baixa herdabilidade e recebem influéncia das condigbes ambientais
(FONSECA et al. 2002).

De acordo com Rangel et al. (2005), foram identificados apenas sete
ancestrais como responsaveis por 70% da composicdo génica das cultivares de
arroz irrigado mais semeadas no pais. No Rio Grande do Sul, seis ancestrais
contribuiam, até alguns anos atras, com 86% dos genes das cultivares mais
plantadas, como as cultivares BR IRGA 409, 410, 412 e 414 que apresentam a
mesma genealogia. Assim, 0s aumentos nos ganhos por selecdo somente sdo
possiveis se for introduzida variabilidade genética adicional nas populacdes em
melhoramento. Desta forma, o uso de radiagéo ionizante torna-se uma alternativa
eficaz como observado neste e em outros estudos (KANG et al., 2013; SILVA et al.,
2013; SILVA et al., 2012; SHEHZAD et al., 2011; RASHID et al., 2009).
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A diversificacdo proveniente da ampliacdo da base genética permite o
surgimento de novas combinacfes alélicas e adaptacbes a ambientes especificos,
podendo proporcionar, por exemplo, uma maior reducdo da vulnerabilidade a
insetos, e maior estabilidade da producdo (CORDEIRO, 2001; CORDEIROS et al.,
2003).

O desenvolvimento de cultivares de arroz irrigado de porte baixo é
considerado como um dos maiores sucessos da historia do melhoramento genético.
A cultivar IR-8, lancada em 1966 pelo International Rice Research Institute (IRRI),
ficou conhecida como arroz milagroso e revolucionou a agricultura mundial, por
apresentar caracteristicas agronémicas como porte baixo, alto perfilhamento,
resposta a adubacéo nitrogenada e, principalmente, elevada produtividade de graos
(CORDEIRO e RANGEL, 2011). Neste contexto, a baixa estatura encontrada nos
mutantes “Mut Que 44", “Mut Que 23", Mut Que 8”, “Mut Fro 57” e “Mut Fro 58” é de
interesse agrondmico, jA que permite o uso de doses mais elevadas de nitrogénio,
sem acamamento de plantas e aumento, consequentemente, de caracteres
correlacionados diretamente com a produtividade (MAGALHAES, 2007). Varios
estudos de inducdo de mutacdo com uso de radiagcdo gama também relataram
reducdo na altura de plantas mutantes (SILVA, et al., 2012; TABASUM et al., 2011;
SHEHZAD et al., 2011; RASHID et al., 2009).

Em geral, plantas altas sdo mais propensas ao acamamento, que também
depende do diametro e resisténcia do colmo, intensidade dos ventos e
disponibilidade de agua (FONSECA et al. 2002). Além disso, o aumento da
produtividade pode ser conseguido com a reducao na altura de planta, o que implica
em selecdo indireta para menor producdo de matéria seca na parte aérea e,
consequentemente, maior producéo de graos (KHUSH, 1995).

No presente estudo foram observados incrementos significativos na
espessura do colmo em mutantes oriundos da cultivar BRS Fronteira (principalmente
em “Mut Fro 10”). Este parAmetro também esta diretamente correlacionada com o
acamamento de plantas, principalmente naqueles gendtipos de porte tradicional
(altos), os quais tem ganhado importancia mesmo com variedades de porte moderno
cultivadas em sistema de cultivo pré-germinado (PETRINI e FRANCO, 2006). No
entanto, a espessura do colmo, assim como seu comprimento podem ser
influenciados pela fertilidade do solo e densidade de plantio utilizada (FONSECA et
al. 2002).
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E interessante ressaltar que embora poucos mutantes mostraram incremento
no namero de perfilhos (Mut Que 307, “Mut Fro 17, “Mut Fro 31”7, Mut Fro 27", “Mut
Fro 58” e “Mut Fro 32”), numero de panicula (“Mut Que 30”, “Mut Fro 58”, “Mut Fro
17, “Mut Fro 327, principalmente) e comprimento de paniculas (“Mut Que 30”7, “Mut
Fro 26” e “Mut Fro 9”), houve aumento no nimero de grdos por panicula e no peso
de mil grdos em pelo menos dez mutantes da cv. BRS Queréncia. Comportamento
similar ocorreu nos mutantes oriundos da cv. BRS Fronteira, no entanto, estes
apresentaram na grande maioria incremento no peso de mil grdos e pelo menos 14
deles apresentaram aumento no numero de graos por panicula.

Para a cv. BRS Queréncia é importante destacar os mutantes que
apresentaram alteragdes na arquitetura de planta como reducédo na estatura (“Mut
Que 447, “Mut Que 23" e “Mut Que 8”), reducdo (“Mut Que 44” principalmente) e
incremento no namero de perfilhos (“Mut Que 30”), além daqueles com aumento no
namero de graos por panicula (“Mut Que 227, “Mut Que 24”, “Mut Que 42”7, “Mut Que
487, “Mut Que 25” e outros) e reducdo numero de espiguetas estéreis (“Mut Que 447,
“Mut Que 417, “Mut Que 457, principalmente).

Ja para a cv. BRS Fronteira ganho fundamental foi a obtencdo de mutantes
com reducao de aproximadamente 15 dias no ciclo da cultura (“Mut Fro 26”, “Mut Fro
9”, “Mut Fro 1”7 e “Mut Fro 2”), sendo este o principal ponto a ser melhorado na
cultivar j& que a reducédo no ciclo pode minimizar o ataque de patdgenos, os efeitos
sofridos pelo frio na fase reprodutiva, além disso, também reduz a demanda de agua
necessaria para o cultivo deste cereal.

Segundo Rocha et al., (2006), o coeficiente de variacdo genética sugere a
existéncia de variabilidade entre gendtipos avaliados e quanto maior for esse valor,
maior sera a herdabilidade, consequentemente, maior é a facilidade de encontrar
individuos superiores que irdo proporcionar ganhos genéticos durante o processo de
selecdo. Neste trabalho foi observada herdabilidade superior a 50% para todas as
variaveis. Isto indica que a selecdo de plantas com base nestes parametros
provavelmente serdo promissoras para uso em programas de melhoramento visando
a selecéao de linhagens de arroz irrigado. Além disso, o ciclo da cultura, o peso de
mil graos e a largura da folha bandeira apresentaram mais de 90% de herdabilidade,
que expressa alto ganho genético destas sele¢cdes com base nestes parametros tao
importantes, sendo um deles o peso de mil grdos que influencia diretamente a

produtividade de grdos. Cordeiro e Medeiros (2010), também obtiveram ganho
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expressivo para produtividade de gréos com a avaliacéo de familias de arroz irrigado
derivadas de cruzamentos interespecifico entre Oryza sativa x Oryza glumaepatula,
avaliadas nas varzeas de Roraima.

No Brasil, o programa de melhoramento de arroz irrigado da EPAGRI lancou
em 2005 a primeira cultivar SCS 114 Andosan oriunda de mutacgéo induzida (VIEIRA
et al, 2007). Recentemente, (SCHIOCCHET et al., 2013) apresentaram o0
lancamento da cultivar SCS 118 Marques também oriunda de mutacdo induzida.
Estas conquistas reforcam a importancia deste tipo de estudo com o intuito de obter
e caracterizar variabilidade genética para o lancamento de cultivares melhoradas
através do uso de radiacdo gama.

CONCLUSOES

Em ambas cultivares foram obtidos mutantes com caracteres de interesse
agrondmico, diferentes das testemunhas, como reduc¢ao do ciclo da cultura, reducao
na altura das plantas, incremento na espessura do colmo, maior perfilhamento e
namero de paniculas, maior numero de graos por panicula e maior peso de 1000
graos.

Em relagdo ao grupo originario da cultivar BRS Queréncia destaca-se a
identificacdo de mutantes que expressaram reducdo na altura (“Mut Que 44”), um
maior niumero de gréos por panicula (“Mut Que 22”7, “Mut Que 24”, “Mut Que 42,
“Mut Que 48", “Mut Que 25”...), bem como mutantes que apresentaram reducao nas
taxas de espiguetas estéreis (“Mut Que 44”7, “Mut Que 41", “Mut Que 45”...) quando
comparadas com a testemunha.

Em relacdo ao grupo originario da cultivar BRS Fronteira destaca-se a
identificacdo de mutantes que apresentaram reducdo no ciclo da cultura (“Mut Fro
267, “Mut Fro 97, “Mut Fro 17, “Mut Fro 2”...), incremento da espessura do colmo
(“Mut Fro 10”) e mutantes com incremento no peso de mil grdos (“Mut Fro 517, “Mut
Fro 147, “Mut Fro 58”, “Mut Fro 54”...).
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CAPITULO 2 - VARIABILIDADE GENETICA ENTRE MUTANTES DE ARROZ
BASEADO EM CARACTERES AGRONOMICOS

INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) apresenta facilidade de adaptacdo a condi¢Oes
edafoclimaticas distintas sendo considerado uma das culturas mais importantes do
mundo, cultivado em todos os continentes, exceto na Antartica (GAVABAR at al.,
2012). Este cereal apresenta consideravel valor econdmico, sendo a principal fonte
de alimentagcédo para dois tercos da populacdo mundial, com grande influéncia no
desenvolvimento socioeconémico. A China, india e Indonésia sdo os maiores
produtores mundiais. O Brasil € o nono produtor mundial, sendo o Estado do Rio
Grande do Sul responséavel por 66,5% da producdo nacional (CONAB, 2013). Por
ser alimento basico para a maior parte da populacao brasileira, existe a necessidade
de aumentar a producéo deste cereal para atender a crescente demanda decorrente
do aumento populacional (EMBRAPA, 2009). Na busca por cultivares superiores, a
utilizacdo da variabilidade genética nos cruzamentos de grupos geneticamente
divergentes representa uma importante estratégia para obter ganhos de selecdo. A
variabilidade genética € fundamental no melhoramento de plantas ja que fornece
parametros para identificacdo de gendtipos superiores, uma vez que a escolha dos
genitores para formacéo de populacdes segregantes € uma das principais decisdes
tomadas pelos melhoristas (BERTAN et al., 2006).

Neste contexto, a utilizagdo de técnicas multivariadas € uma opgao viavel
para esta finalidade, uma vez que permite multiplas combinac¢des de informacdes
dentro da unidade experimental (MOREIRA et al., 2009), sendo uma estratégia de
extrema importancia por considerar o conjunto de genoétipos em relacdo a um
complexo numero de variaveis de interesse para o melhorista, possibilitando
combinar todas as informacbes e selecionar os genoétipos sob varios aspectos
(FERRAO et al., 2002).
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Conforme Cruz e Regazzi (1997), a andlise multivariada € um processo
alternativo para a avaliacdo do grau de similaridade genética entre tratamentos, cujo
principio consiste em resumir um grande namero de caracteristicas em outro menor,
facilitando as analises dos dados. Permite, também, conhecer a similaridade entre
os individuos, por meio de suas distancias ou de sua dispersao gréafica no espaco bi
ou tridimensional, e avaliar a importancia de cada variavel para a variagdo total
observada entre as unidades amostrais.

Varias técnicas multivariadas podem ser usadas na predicdo da diversidade
ou variabilidade genética e, entre estas as mais empregadas estdo: a analise por
componentes principais, a analise por varidveis candnicas e o0s métodos de
agrupamento. A escolha baseia-se na precisdo desejada pelo pesquisador, bem
como na facilidade da analise e na forma como os dados foram obtidos (BEZERRA
NETO et al., 2010).

Neste trabalho, procurou-se avaliar a eficiéncia de técnicas multivariadas na
obtencdo de estimativas da variabilidade genética entre mutantes de arroz irrigado

oriundos das cultivares elite BRS Queréncia e BRS Fronteira.

MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi conduzido em casa de vegetacdo e no campo experimental da
Embrapa Clima Temperado, localizada em Pelotas, RS, durante as safras
2008/2009, 2009/2010 e 2010/2011. Foram utilizadas sementes de arroz irrigado
das cultivares BRS Queréncia e BRS Fronteira, cedidas pela mesma instituicdo de
pesquisa. Na primeira safra (2008/2009) foram realizados tratamentos com radiacéo
gama em fonte de Co® “Eldorado 78” (Atomic Energy of Canada Ltda.) do Centro de
Oncologia do Departamento de Radiologia da Faculdade de Medicina, UFPel.
Diferentes doses de radiagcéo (0, 200, 250, 300, 350 Gy) foram obtidas através da
variacdo do tempo de exposicdo das sementes, em taxa de 15,24 Gy por minuto.
Foram irradiados, para cada cultivar e dose, amostras de 500 sementes com 13% de
umidade. Depois de irradiadas as sementes foram imediatamente semeadas em
bandejas plasticas contendo solo tipo Planossolo Haplico, tipico da cultura de arroz,
cuja umidade foi mantida através de irrigagdo manual. Aos 28 dias apds a
semeadura (DAS), quando as plantulas estavam no estadio V4, foram

transplantadas para o campo experimental. As praticas de adubac&o e manejo foram
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adotadas segundo as recomendacdes técnicas de cultivo do arroz irrigado (SOSBAI,
2007). As sementes colhidas de cada tratamento foram semeadas na safra seguinte
(2009/2010) e transplantadas nas mesmas condicdbes do ano anterior, sendo
realizadas avaliacdes morfofenoldgicas nas plantas de cada tratamento. Nesta safra
foram selecionadas 59 plantas mutantes, sendo 25 da cv. BRS Queréncia e 34 da
cv. BRS Fronteira (Anexo 1). Para selecédo das plantas foram empregados alguns
critérios como duracdo de ciclo, estatura e arquitetura de planta, niamero de
paniculas, numero de perfilhos, incidéncia de doencas, esterilidade de espiguetas,
entre outros. Ao final do ciclo da cultura as sementes foram colhidas e armazenadas.
Na safra subsequente (2010/2011), visando confirmar se as avaliagbes dos
caracteres discriminantes eram efeito genético ou ambiental, as 59 plantas
selecionadas foram semeadas e transplantas conforme descrito nas safras
anteriores. No entanto, para este experimento foi usado o delineamento
experimental de blocos aumentados de Federer (1955), com 12 blocos sendo cada
bloco composto por 5 linhas com testemunhas intercalares das duas cultivar a cada
bloco. Os 59 gendtipos avaliados foram distribuidos em linhas de 4 metros, sendo
cada linha um gendtipo com 20 plantas espacadas a cada 0,2m. As préticas de
adubacdo e manejo também foram adotadas segundo as recomendac¢fes técnicas
de cultivo do arroz irrigado (SOSBAI, 2010). Quando as plantas atingiram plena
floracdo (50% das plantas com flores) foram mensurados os seguintes descritores
morfologicos: altura de planta (cm), comprimento do colmo (cm), espessura de
colmo (mm), comprimento e largura da folha bandeira (cm), nimero de perfilhos,
comprimento da panicula (cm), nimero de paniculas, nimero de graos por panicula,
namero de espiguetas estéreis por panicula, peso de 1000 gréos (g) e ciclo da
cultura.

As medidas de dissimilaridade foram determinadas segundo o modelo de
analise multivariada, permitindo a obtengdo das matrizes de dissimilaridade e a
construgdo de um dendrograma pelo método de agrupamento UPGMA (Unweighted
Pair-Group Methods Method Using an Arithmetic Average). Posteriormente, foram
determinadas as variaveis canodnicas, conforme relatado por Rao (1952), com o
propésito de identificar gendtipos similares em grafico de dispersdao bi ou
tridimensional. Foi aplicado o método de agrupamento de otimizagdo de Tocher
(CRUZ; CARNEIRO, 2003), utilizando a distancia generalizada de Mahalanobis (D2)
como medida de dissimilaridade. Para quantificar a contribuicdo relativa dos
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caracteres na divergéncia genética entre os genotipos foi utilizada metodologia
proposta por Singh (1981). As analises foram realizadas utilizando o programa
computacional Genes, versao 2007 (CRUZ, 2007).

RESULTADOS

As medidas de dissimilaridade genética estimadas a partir da distancia de
Mahalanobis (D2), apresentaram uma média de 119,19 e uma magnitude de 1,36 a
774,34 indicando a presenca de ampla variabilidade genética entre os genotipos
estudados. A combinag&o mais divergente (D?= 774,34) ocorreu entre “Mut Que 33"
e o controle da cv. BRS Fronteira, seguidos pela combinacdo entre “Mut Fro 58” e
“Mut Que 33” (D?= 607,18); ja os controle das duas cultivares apresentaram um D2=
384,02. E interessante ressaltar que dos 61 genétipos estudados (59 mutantes e um
controle de cada cultivar) o mutante “Mut Que 33” foi 0 mais divergente para mais da
metade dos genotipos (33), sendo 30 destes oriundos da cv. BRS Fronteira, além do
controle da mesma cultivar e dois mutantes (“Mut Que 20” e “Mut Que 30”) de sua
mesma cultivar origem (BRS Queréncia); ao comparar-se “Mut Que 33” com seu
controle observa-se D?= 95,55, sendo o mutante com maior dissimilaridade da
cultivar de origem. Ja a cv. BRS Fronteira foi a mais divergente para os 28 gendtipos
restantes, destes, 24 sdo oriundos da outra cultivar controle e quatro genétipos
oriundos dela (“Mut Fro 17, “Mut Fro 2”, “Mut Fro 9” e “Mut Fro 26”), mostrando que a
radiacdo alterou de forma significativa estes quatro mutantes. Por outro lado, a
menor distancia (D?= 1,36) ocorreu entre os mutantes “Mut Que 7” e “Mut Que 177,
ambos oriundos da cv. BRS Queréncia.

Neste trabalho, a analise de agrupamento pelo método hierarquico UPGMA
permitiu a formacdo de um dendrograma em que os genadtipos foram agrupados em
dois grupos distintos, cuja dissimilaridade média entre eles foi de 119,19 (Figura 1).
No grupo 1 encontra-se um total de 30 plantas, sendo alocado neste o controle da
cv. BRS Queréncia, praticamente todos mutantes oriundos dele (92% ou 23
mutantes) e seis mutantes oriundos da cv. BRS Fronteira (“Mut Fro 17, “Mut Fro 27,
“Mut Fro 97, “Mut Fro 267, “Mut Fro 34” e “Mut Fro 35”). Neste grupo encontram-se
plantas com ciclo mais curto (106 a 117 dias), sendo que os seis mutantes da BRS
Fronteira apresentaram ciclo que variou de 112 a 117 dias (redugcdo média de 15
dias em relacdo a sua cultivar controle), incremento no comprimento de panicula e

no numero de graos por panicula.
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O grupo 2 composto de 31 plantas € representado pelo controle da cv. BRS
Fronteira, 28 mutantes oriundos dela (82% do total), além de “Mut Que 20" e “Mut
Que30”. Neste grupo o ciclo das plantas variou de 120 a 130 dias, ou seja, plantas
com ciclo umpouco mais tardio. Além disso, as plantas deste grupo apresentaram

folhas mais largas e maiores valores de peso de 1000 gréos.



Método de agrupamento: Ligagdo média entre grupo (UPGMA)
Mut Que 7*

Mut Que 17* DM
Mut Fro 9*
Mut Que 25*
BRS Queréncia*
Mut Que 23*
Mut Que 36*
Mut Fro 26*
Mut Que 59*
Mut Que 21*
Mut Que 22*
Mut Que 24*
Mut Que 39*
Mut Que 40*
Mut Que 41*
Mut Que 37*
Mut Que 42*
Mut Que 38*
Mut Que 47*
Mut Que 46*
Mut Que 44*
Mut Que 48*
Mut Que 45*
Mut Que 55*
Mut Que 8*
Mut Que 33*
Mut Fro 2*
Mut Fro 34*
Mut Fro 35*
Mut Fro 1*
Mut Que 20**
Mut Que 30**

_
]
-
——

Mut Fro 15**

Mut Fro 19**

Mut Fro 18**

Mut Fro 16**

Mut Fro 49**

Mut Fro 53**

Mut Fro 54**

Mut Fro 12**

Mut Fro 11**

Mut Fro 43**

Mut Fro 31**

Mut Fro 27**

Mut Fro 3**
Mut Fro 6**
Mut Fro 4**
Mut Fro 52**
Mut Fro 32**
Mut Fro 5**
Mut Fro 28**
Mut Fro 29**
Mut Fro 13**
Mut Fro 14**
Mut Fro 10**
Mut Fro 56**
Mut Fro 57**
Mut Fro 50**
Mut Fro 51**
Mut Fro 58**
BRS Fronteira**

] 183 u k1 T2 ® 13 188 154 m2 5

Figura 1 - Dendograma de agrupamento dos 61 genétipos de arroz, sendo 59
mutantes e as cultivares controle BRS Queréncia e BRS Fronteira, gerado pelo
método UPGMA, com base na de caracteres quantitativos, utilizando a distancia de

Mahalanobis. DM= Dissimilaridade média. * grupo andlisel e ** grupo 2

472
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A técnica multivariada de quantificacdo da distancia de Mahalanobis (D2)
permite quantificar a importancia relativa de caracteres para a diversidade genética
por meio da avaliacdo contribuicdo destes para os valores de D2. No presente
estudo, ao verificar a contribuicdo relativa de cada variavel, foi identificada
variabilidade entre os caracteres analisados como pode ser observado na Tabela 1.

O parametro que apresentou maior variagao, por consequéncia, aquele que
apresentou maior contribuicdo para a divergéncia entre os genotipos foi o ciclo da
cultura, contribuindo com 70,43% da divergéncia total, enquanto que comprimento
de colmo, espessura de colmo, comprimento da folha bandeira e nimero de graos
por panicula praticamente nao contribuiram para a divergéncia entre os genotipos
avaliados, apresentando menos de 1% de contribuicdo relativa (Tabela 1). Sendo
qgue, entre os caracteres estudados, o ciclo da cultura seguido da largura da folha
bandeira e do peso de mil grdos foram os parametros que mais explicaram a
dissimilaridade entre gendtipos em estudos, podendo ser priorizados em estudos

similares com uso de radiacdo ionizante.
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Tabela 1 - Contribuicdo relativa dos caracteres morfofenolégicos para
dissimilaridade genética de 59 mutantes de arroz oriundos das cultivares BRS
Queréncia e BRS Fronteira, pelo método propostos por SINGH(1981), em ordem

decrescente de importancia.

Caracteres morfofenoldgicos Contribuicao relativa %
Ciclo da cultura 70,42
LarguradaFB 8,47
Peso de mil gréos 5,54
Comprimento de panicula 4,39
Numero de perfilhos 2,50
NUumero de panicula 2,19
NuUmero de espiguetas estéreis 1,91
Altura de planta 1,66
Comprimento de colmo 0,78
Espessura de colmo 0,73
Comprimento da FB 0,71
Numero de gréos por panicula 0,63

S.j.: contribuigdo da variavel x para o valor da distancia de Mahalanobis entre os mutantes.

A analise de agrupamento pelo método de Tocher, baseada na matriz de
Mahalanobis, separou os 61 gendtipos em dez grupos distintos (Tabela 2). O grupo
1 abrangeu 26 mutantes, todos originados a partir da cv. BRS Fronteira, plantas com
ciclo que variaram de 127 a 137 dias. O segundo grupo formado é representado
pelo controle BRS Queréncia, 19 mutantes oriundos desta cultivar e dois mutantes
(“MutFro 9”7 e “MutFro 26”) provenientes da cv. BRS Fronteira, estes dois mutantes
podem ser muito promissores ja que apresentaram comportamento similar a maioria

das plantas deste grupo (provenientes da cv. BRS Queréncia), com paniculas longas
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(média de 30,6cm), além de serem mais precoces, com ciclo médio de 113 dias
(controle da cv. BRS Fronteira apresentou ciclo médio de 130 dias). J4 o terceiro
grupo é representado pelo controle BRS Fronteira e quatro mutantes provenientes
desta cultivar (sendo trés deles irradiados com 300Gy e um com 350Gy); estas
plantas apresentaram altura média de 92,3cm, colmos com aproximadamente 36
mm de espessura, 18 paniculas com tamanho médio de 26cm e com
aproximadamente 136 graos, além disso, o ciclo médio destas plantas foi de 126
dias. Os mutantes “Mut Que 8” e “Mut Que 23" formaram o quarto grupo, ambos
originados de BRS Queréncia irradiados com 200 Gy e com comportamento muito
similar para altura de planta (92 e 90 cm), espessura de colmo (37mm), nimero de
perfilhos e paniculas (15), peso de mil grdos (24g) e ciclo de aproximadamente 110
dias.

O quinto grupo é formado apenas por “Mut Que 44", originado a partir de
sementes da cv. BRS Queréncia irradiadas com 250Gy; esta planta era nitidamente
distintas das demais ja no campo, com folhas mais eretas, menor porte (85 cm),
menor numero de perfilhos (em torno de 11) e ciclo médio de 116 dias. O mutante
“Mut Que 207, oriundo de sementes irradiadas com 350Gy, também proveniente da
cv. BRS Queréncia, formou o sexto grupo. Esta planta foi mais alta que seu controle,
apresentou maior nimero de espiguetas estéreis e maior ciclo. O sétimo grupo
representado pelo mutante “Mut Fro 1” (BRS Fronteira irradiado com 350 Gy)
apresentou incremento superior a 30% no namero de perfilhos e paniculas; outro
beneficio deste mutante foi a reducao no ciclo em pelo menos 15 dias. No oitavo e
nono grupos foram inseridos os mutantes “Mut Que 30" e “Mut Que 33", ambos
oriundos da cv. BRS Queréncia e irradiado com mesma dose de radiacédo (300Gy).
O mutante 30 apresentou o maior comprimento de panicula (32,60), foi mais precoce
que seu controle e, em contrapartida, teve o maior nUmero de espiguetas estéreis
(98,8); j& o mutante 33 foi mais alto que seu controle, com folhas mais curtas e
largas, com reducdo de 7 dias no ciclo da cultura. O décimo e ultimo grupo
composto por “Mut Fro 58” (oriundo de sementes da cv.BRS Fronteira irradiadas
com 250 Gy) apresentou o maior numero de perfilhos (em torno de 25) e reducéo

no porte de planta.
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Tabela 2 - Agrupamento baseado em 12 caracteres morfofenoldgicos, pelo método
de Tocher, de 61 gendtipos de arroz, sendo um controle de cada cultivar, 25
mutantes oriundos da cv. BRS Queréncia e 34 mutantes oriundos da cv. BRS

Fronteira.

Grupo Genotipos
1 “MutFro 3”7, “MutFro 6”, “MutFro 5”, “MutFro 107, “MutFro 2”, “MutFro 117,
“MutFro 15”, “MutFro 527, “MutFro 4”, “MutFro 35", “MutFro 56”, “MutFro 537,
“MutFro 32”7, “MutFro 12", “MutFro 49”, “MutFro 54”7, “MutFro 43", “MutFro 31”,
“MutFro 18", “MutFro 19”, “MutFro 16", “MutFro 14", “MutFro 51", “MutFro 13",
“MutFro 34” e “MutFro 57”.

2 BRS Queréncia, “MutQue 77, “MutQue 177, “MutFro 9”7, “MutQue 25”7, “MutQue
217, “MutFro 267, “MutQue 227, “MutQue 24”7, “MutQue 59", “MutQue 427,
“MutQue 377, “MutQue 55”7, “MutQue 39”7, “MutQue 36”7, “MutQue 40", “MutQue
457 “MutQue 48”7, “MutQue 46”7, “MutQue 477, “MutQue 38" e “MutQue 41”.

BRS Fronteira, “MutFro 28”, “MutFro 29”, “MutFro 27” e “MutFro 50”.
“MutQue 8” e “MutQue 23”.

“MutQue 44"

“MutQue 20”

“MutFro 1”

“Mut Que 30"

“MutQue 33”

10 “MutFro 58”

© 00 N O 0 b~ W

Devido ao fato das duas primeiras variaveis candnicas (Tabela 3) terem
explicado mais de 80% da variancia total de caracteres analisados (88,87% da
variancia total acumulada) é possivel explicar de maneira satisfatéria a variabilidade
manifestada entre o0s genotipos considerados nesta avaliagdo, permitindo

representa-las em um grafico de dispersao bidimensional.
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Tabela 3 - Variancia percentual e acumulada das variaveis can6nicas obtidas a partir
de 12 caracteres morfofenolégicos avaliados em 59 mutantes de arroz e seus

controles BRS Queréncia e BRS Fronteira.

Variaveis Percentual % Percentual
canodnicas acumulado %
1 84,10 84,10
2 4,77 88,87
3 3,35 92,23
4 2,29 94,53
5 1,51 96,04
6 1,21 97,25
7 0,89 98,14
8 0,62 98,76
9 0,45 99,21
10 0,35 99,56
11 0,31 99,87
12 0,13 100

A Figura 2 representa a dispersédo grafica no espacgo bidimensional dos 61
genadtipos em estudo, utilizando-se a primeira e a segunda variaveis canénicas. Os
grupos formados por meio da dispersdo grafica dos escores seguem tendéncia
muito similar aos grupos obtidos pelo método de otimizacdo de Tocher (Tab. 3),
fortalecendo, desta forma, os dados obtidos pela técnica de agrupamento e pela

matriz de dissimilaridade.
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Figura 2 - Grafico de dispersédo dos 61gendtipos de arroz, sendo 59 mutantes e as
cultivares controle BRS Queréncia (60) e BRS Fronteira (61), em relacdo aos

escores das duas primeiras variaveis candnicas (VC1 e VC2).

DISCUSSOES

Estudos a respeito da variabilidade genética apresentam grande relevancia no
melhoramento de plantas por fornecerem parametros para identificagcdo de genitores
que, quando cruzados, possibilitam o desenvolvimento de cultivares superiores,
além de facilitarem o conhecimento da base genética da populacdo (CARGNIN et
al., 2010).

Segundo Rodrigues et al. (2005), para determinar a distancia genética entre
genotipos em uma populacdo sdo utilizados métodos biométricos, em que se
guantifica ou estima a heterose, analisados pela estatistica multivariada, permitindo
unificar mdaltiplas informag¢des de um conjunto de caracteres. Neste sentido, a
utilizacdo da dissimilaridade genética tem sido recomendada na indicacdo de
hibridagbes que proporcionem maior efeito heterdtico, possibilitando a selecéo de
recombinantes superiores em geragcdes segregantes (CRUZ e REGAZZI, 1997).
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Com este intuito, a identificacdo de genitores com maxima divergéncia
genética tem sido estudada em programas de melhoramento (SUINAGA et al., 20083;
MOREIRA et al., 2005) de modo a maximizar a heterose manifestada nos hibridos e
aumentar a probabilidade de ocorréncia de genoétipos superiores nas geracoes
segregantes (CRUZ e REGAZZI, 1997). Outro fato importante que deve ser
considerado na escolha dos genitores é se 0S mesmos pertencem a grupos
diferentes, evitando-se 0 cruzamento entre genitores de mesmo agrupamento
(MOREIRA et al., 2005).

No presente estudo, as informagdes obtidas pelas medidas de dissimilaridade
genética estimadas a partir da distancia de Mahalanobis (D2), sugerem que para a
cultivar BRS Queréncia os principais mutantes indicados para cruzamentos seriam:
“Mut Que 33”7, “Mut Que 207, “Mut Que 307, “Mut Que 45” e “Mut Que 44", pelo fato
de terem apresentado valores maximos de dissimilaridade em relacdo ao controle.
Ja para a cv. BRS Fronteira, os mutantes com maiores valores de dissimilaridade,
por consequéncia os mais indicados para cruzamentos sdo os mutantes “Mut Fro 1”,
“Mut Fro 2”, “Mut Fro 9” e “Mut Fro 26”. Complementar a isto, a formacéo de grupos
pelo método de Tocher (Tabela 2) e pelo grafico bidimensional com base nos
escores das duas primeiras variaveis candnicas (Figura 2) representam outra valiosa
informacg&o na escolha de genitores dentro de um programa de melhoramento, visto
gue na estatistica multivariada, espera-se encontrar alto grau de similaridade
intragrupo e dissimilaridade intergrupo (FREITAS et al., 2003)

E importante salientar que VC1 e VC2 explicaram 88,87% da variancia total
dos caracteres analisados. Conforme Cruz e Regazzi (2004), para uma interpretacao
satisfatoria da variabilidade encontrada entre os genoétipos € necessario que as duas
primeiras variaveis canbnicas permitam estimativas minimas de 80% da variacdo
total contida no conjunto de caracteres.

Assim como observado neste trabalho, técnicas multivariadas mostraram-se
vidveis para auxiliar a selecdo de genitores para cruzamentos em estudo da
divergéncia genética na cultura do arroz (CHA-UM et al., 2010; BENITEZ et al.,
2011; SOUZA, et al., 2009; LAGUERRE et. al., 2007; ROSA et. al., 2006; BROWN,
2005; MARTINS, A. F. et al., 2005), e varias outras espécies como do trigo (HAILU
et al., 2006), do azevém (FREITAS et al., 2003), do tomate (SUINAGA, et al., 2003)
e do feijao-de-vagem (ABREU et al., 2004).
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Dentre o0s mutantes mais divergentes, destacaram-se agqueles que
apresentaram altera¢des no ciclo da cultura, na altura de planta, no comprimento e
largura da folha bandeira, no niumero de perfilhos e paniculas, no comprimento de
panicula e no peso de 1000 graos.

Alteracdes no ciclo da cultura podem ser determinantes na producédo de arroz
no Rio Grande do Sul, pois cultivares com ciclo longo normalmente sofrem com
estresse por frio na fase reprodutiva (CRUZ e MILACH, 2000). A reducdo deste
parametro € muito almejada, principalmente na cultivar BRS Fronteira, ja que esta
possui um ciclo médio de aproximadamente 135 dias (CUTRIM et al., 2006). Assim,
a reducédo de aproximadamente 15 dias no ciclo da cultura observada nos mutantes
“Mut Fro 17, “Mut Fro 27, “Mut Fro 9” e “Mut Fro 26” (oriundos desta cultivar) pode
amenizar os efeitos causados por estresses abiodticos e bidticos, uma vez que
cultivares com ciclo reduzido permanecem por um periodo menor de tempo no
campo, minimizando os efeitos prejudiciais do frio e dos patégenos. Outro fator
importante a ser considerado na busca de cultivares de ciclo precoce € o menor
volume de 4gua utilizado para o seu cultivo.

A baixa estatura encontrada em “Mut Que 44", “Mut Fro 58", “Mut Fro 57"
também é de interesse agrondmico, ja que permite o uso de doses mais elevadas de
nitrogénio, sem acamamento de plantas e aumento, consequentemente, de
caracteres correlacionados diretamente com a produtividade (MAGALHAES, 2007).
Em geral, plantas altas sdo mais propensas ao acamamento, que também depende
do diametro e resisténcia do colmo, intensidade dos ventos e disponibilidade de
agua (FONSECA et al. 2002). O aumento da produtividade pode ser conseguido
com a reducdo na altura de planta, o que implica em sele¢éo indireta para menor
producdo de matéria seca na parte aérea e, consequentemente, maior producéo de
graos (KHUSH, 1995).

O carater numero de perfilhos é importante no melhoramento, uma vez que
guanto mais perfilhos apresentar uma planta, maior é a possibilidade da mesma
formar paniculas férteis e, consequentemente, de produzir grédos. Nestes caracteres
se destacaram os mutantes “Mut Que 30", “Mut Fro 17, “Mut Fro 317, “Mut Fro 277,
“Mut Fro 587, “Mut Fro 32”.

No entanto, plantas com menor nimero de perfilhos como “Mut Que 44”
poderdo ser promissoras, mediante ao aumento da densidade de plantio e a

otimizacao da utilizacdo dos fotoassimilados (MARTINS, et al., 2005).
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Outros parametros como comprimento de panicula, nUmero de paniculas por
planta e peso de mil grdos também apresentaram incremento em alguns mutantes
(Mut Que 307, “Mut Que 24", “Mut Fro 9” e “Mut Fro 26”). Estes parecem ser muito
importantes ja que a producdo de gréos na cultura do arroz é um carater complexo,
determinado pelos componentes primarios: nimero de paniculas/m?, nimero de
graos/panicula, e peso do grdao (CARGNIN et al., 2010).

Considerando o0 exposto, os resultados obtidos apontam perspectivas de
trabalhos futuros visando explorar a variabilidade encontrada entre os mutantes de

arroz estudados.

CONCLUSOES

A técnica de irradiacdo de sementes utilizada foi efetiva na inducdo de
mutacdes genéticas detectaveis;

Existe ampla dissimilaridade genética dos caracteres avaliados entre o0s
mutantes e as cultivares de origem BRS Queréncia e BRS Fronteira, sendo 0s
mutantes “Mut Que 44", “Mut Que 307, “Mut Que 33", “Mut Fro 17, “Mut Fro 27, “Mut
Fro 97, “Mut Fro 26” e “Mut Fro 58” os mais promissores;

As técnicas multivariadas utilizadas foram parcialmente concordantes e
auxiliam na discriminacédo dos genotipos;

O ciclo da cultura foi o carater agrondmico que mais contribuiu para a

variabilidade.
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CAPITULO 3 - ESTIMATIVA DA VARIABILIDADE E RELACAO GENETICA DE
GENOTIPOS MUTANTES DE ARROZ COM BASE NO POLIMORFISMO DE
MARCADORES AFLP

INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € o principal alimento para mais da metade da
populacdo mundial e, com a producdo de 684,7 milhdes de toneladas, ocupa
posicdo de destaque entre os cereais cultivados, sendo superado em producéo
apenas pelo trigo e milho. O Brasil, com producédo de 12,6 milhdes de toneladas, é o
nono produtor mundial de arroz e o maior produtor fora do continente asiatico (FAO,
2011). Porém, frente a expectativa de aumento da populacdo humana para nove
bilhées em 2050, a producdo de alimentos podera ser um fator limitante para parte
da populacédo. Para evitar tal colapso, serd necessario o aumento da producdo de
alimentos, em especial de cereais que sdo base para a alimentacdo mundial.
Entretanto, as principais culturas de cereais tém sofrido problemas de restricdo de
variabilidade genética, tornando-se fator limitante nos programas de melhoramento

gue buscam aumento da producéo e qualidade das culturas.

JA em 1928, Stadler demonstrou que o0s raios gamas podiam ser
utilizados na inducdo de variabilidade genética na cultura da cevada, no entanto,
mutacOes podem ser induzidas por varios outros fatores. Desde entdo, o aumento
da variabilidade genética de varias culturas vem sendo realizada pelo uso de
mutagcdo, a qual pode possibilitar a obtencdo de novas variedades com
caracteristicas diferenciadas (SHU e LAGODA, 2007; AHLOOWALIA et al 2004;
VAN HARTEN, 1998).

Nas ultimas quatro décadas foram criadas aproximadamente 2.250
cultivares de diferentes espécies, cujas novas caracteristicas foram atribuidas a

variabilidade induzida por agentes mutagénicos, impactando significativamente na
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producdo das mesmas. No melhoramento genético vegetal a principal finalidade do
uso da mutacdo € obter ganho para um ou dois caracteres de maior interesse
agrondmico, sem alterar negativamente o0s demais, sendo um dos principais
objetivos o aumento no rendimento de grdos (AHLOOWALIA et al., 2004).

Neste contexto, na orizicultura muitos projetos nacionais e internacionais
tém atuado na producdo de mutantes (HIROCHIKA et al, 2001;. LEUNG e AN,
2004,). No banco de dados Variety da FAO/IAEA Mutant (http://www.mvd-iaea.org,
27-12-2007), mais de 400 variedades mutantes ja foram registradas.

As mutagdes induzidas sdo definidas como alteragdes herdaveis de
ordem qualitativa e quantitativa no DNA, ndo derivadas de segregacao genética ou
recombinacdo. Como a taxa de mutacdo espontanea € muito baixa, a inducdo de
mutacdes tem sido utilizada para gerar ou elevar a frequéncia de alelos novos, tanto
por agentes mutagénicos quimicos, como as substancias alquilantes
(etilmetanossulfonato) ou fisicos, como as radia¢des ionizantes (PREDIERI, 2001).
As alteracdes no DNA nuclear ou extranuclear podem resultar em mutacdes génicas
e cromossbmicas, gerando variabilidade genética. Estas alteracbes tém contribuido
significativamente para os programas de melhoramento de plantas em todo o
mundo, resultando em um impacto notavel na produtividade e valor econémico de
algumas culturas (AHLOOWALIA et al., 2004; MALUSZYNSKI e SZAREJKO, 2005).

A avaliacdo fenotipica tem sido uma das estratégias utilizadas para
identificar e caracterizar a variabilidade genética induzida. Entretanto, tal técnica é
considerada como muito laboriosa e demorada quando comparada com outras
técnicas como as baseadas em impressdes digitais de DNA (fingerprinting varietal).
Dentre as principais técnicas de caracterizacdo molecular tém-se as baseadas em
PCR, com o uso de marcadores do tipo RAPD (Random Amplification of
Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism), SSR (Simple

Sequence Repeats), dentre outros.

Os marcadores co-dominantes sado mais informativos quando comparados
aos dominantes. Entretanto, tais marcadores sdo muito especificos produzindo
poucos alelos por cada individuo, parametro influenciado pela ploidia, sendo
necessario analisar um grande numero de locos para dar maior cobertura ao

genoma em estudo. Assim, langcar mao a técnica de AFLP, caracterizada como
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dominante, € uma das melhores alternativas para a caracterizacdo molecular, pois
esta possibilita uma maior cobertura de analise do genoma. Além disto, quando
comparada com a técnica de RAPD que também €& dominante, a AFLP é
considerada como mais eficaz na discriminacdo de diferentes gendétipos nao
mutantes (POWELL et al., 1996) e na deteccao de variacfes genéticas induzidas por
agentes mutagénicos quimicos e fisicos (PATZAK, 2003; SAKER et al., 2006).

O nivel de variacdo detectada usando técnicas AFLP depende da
combinacdo das enzimas de restricdo selecionadas, do nimero de combinagfes de
primers utilizado e da distancia genética entre o0s genétipos analisados.
Diferentemente dos marcadores codominantes, marcadores AFLP permitem a
deteccdo de variagcbes de muitos loci simultaneamente, sendo amplamente
utiizados para caracterizar variacdo genética entre gendtipos com grau de
parentesco diferenciados, especialmente entre aqueles com pequena distancia
genética, como geralmente ocorre entre as cultivares e os mutantes oriundos delas
(GONZALEZ et al, 2008). Em arroz, muitos trabalhos com mutantes revelaram
polimorfismo e mostraram a eficiéncia da técnica (LU et al, 2010; GONZALEZ et al,
2008; LI et al, 2007; YU et al; 2007)

Frente ao contexto, no presente trabalho, marcadores moleculares do tipo
AFLP foram utilizados com o objetivo de obter uma estimativa da variabilidade e
relacdo genética entre gendtipos mutantes de arroz oriundos das cultivares BRS
Queréncia e BRS Fronteira.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

No presente estudo utilizou-se sementes das cultivares BRS Queréncia e
BRS Fronteira, cedidas pela Embrapa Clima Temperado, Pelotas, Rio Grande do
Sul. Amostras de sementes das duas cultivares foram submetidas diferentes doses
de radiacdo gama (0, 200, 250, 300, 350 Gy), obtida por meio de diferentes tempos
de exposicdo a radiacéo (15,24 Gy min™). O tratamento radioativo foi realizado com
fonte de Co® “Eldorado 78" (Atomic Energy of Canada Ltda) no Centro de
Oncologia, Departamento de Radiologia, Faculdade de Medicina da Universidade
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Federal de Pelotas (UFPEL). Sob cada dose de radiacdo foram submetidos
amostras de 500 sementes com 13% de umidade relativa do grdo. Posteriormente a
irradiacdo, as sementes foram semeadas e cultivadas a campo, e na geracdo M3
selecionaram-se 10 plantas que apresentaram caracteristicas fenotipicas
diferenciadas em relagdo ao genotipo de referéncia para avaliagdo molecular.
Destas sementes mutantes, trés sdo oriundas da cultivar BRS Queréncia, genotipos
identificados como “Mut Que 33", “Mut Que 36” e “Mut Que 44”, e sete oriundas da
cultivar BRS Fronteira, “Mut Fro 1”7, “Mut Fro 9”, “Mut Fro 10”, “Mut Fro 14”, “Mut Fro
267, “Mut Fro 57” e “Mut Fro 58”, além das cultivares que deram origem as sementes
irradiadas.

Extracdo de DNA e andlise AFLP

O DNA genbdmico de cada amostra vegetal foi extraido a partir de folhas
jovens completamente expandidas dos genatipos listados na Tabela 1. A extracéo
de DNA foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Doyle e Doyle (1987),
quantificado em gel de agarose (1%), corado com brometo de etideo, e revelado sob
luz ultravioleta.

A andlise com marcadores AFLP foram realizadas de acordo com o
protocolo descrito por Vos et al. (1995), utilizando o Kit AFLP Analysis System |
(invitrogen). Para cada genotipo, uma aliquota contendo 150 ng de DNA foi digerida
com as enzimas de restricdo Msel e EcoRlI, seguido da ligacdo de adaptadores e da
pré-amplificacdo, com um nucleotideo seletivo, conforme recomendacdo do
fabricante do Kit. Nas amplificacbes finais foram utilizadas 13 combinacgbes de
oligonucleotideos iniciadores, conforme descrito na tabela 1. Os produtos finais de
amplificacdo foram submetidos & eletroforese por 2 h a 9 V cm™, em gel de
poliacrilamida 6%, corados com nitrato de prata conforme descrito por Bassam et al.
(1991).

Andélise de dados
Os perfis eletroforéticos de cada combinagdo AFLP foram analisados e
codificados em uma matriz binaria (1- presenca e 0- auséncia de banda). A matriz

binaria foi submetida a diferentes anélises de variabilidade e relacdo genética.
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Parametros de variabilidade genética

Os parametros de variabilidade genética avaliados para cada combinacao
AFLP em todos os gendétipos foram nimero de bandas polimérficas (n), fracdo de
loci polimorficos (B= ny/(np+nnp), onde n, € o nimero de alelos polimorficos e npp 0
namero de alelos ndo polimorficos), taxa efetiva multiplex (E= ng), heterozigosidade
esperada (He= 1-Zp”2, sendo p; a frequéncia alélica na populacdo | para cada
combinacdo AFLP) e o indice do marcador (MI= EHe). Ambas as andlises descritas
acima sdo propostas por Powell et al. (1996) para estimar parametros de
variabilidade genética.

Relacao genética entre gendtipos

A relacdo genética entre os gendtipos de arroz mutantes e ndo mutantes
foi elucidada através da analise de similaridade genética pelo coeficiente de Simple
Matching e método de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean) (SNEATH e SOKAL, 1973). Os resultados do método UPGMA
estdo apresentados na forma de dendrograma. O grau de confiabilidade entre a
matriz de similaridade genética e os resultados apresentados no dendrograma foi
verificado pelo teste de Mantel (r) (MANTEL, 1967) pelo uso de 1000 réplicas.
Ambas as analises de relacdo genética, descritas acima foram conduzidas no
software NTSYS-PC Ver. 2.1 (ROHLF, 2000). Além destas analises, conduziu-se o
bootstrap com 1000 réplicas no software WINBOOT Ver. 1.0 (YAP e NELSON,
1996).

A analise de coordenadas principais (PCoA) foi conduzida para elucidar a
estrutura genética dos genoétipos deste estudo, em coordenadas cartesianas
otimizadas (PCoord) de variancia da similaridade genética. Obtendo-se a variacdo
de cada coordenada e a variacdo acumulada. A representacdo desta analise esta
em um grafico tridimensional. A andlise e a representacdo grafica foram também
conduzidas no software NTSYS-PC pela sub-rotina EIGEN.
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RESULTADOS E DISCUSSOES
Variabilidade genética

Na analise dos 10 gendtipos mutantes e das duas cultivares controle de
arroz (BRS Queréncia e BRS Fronteira) foram empregados 13 combinacgfes de
oligonucleotideos iniciadores AFLP, que resultaram na producdo de 386 alelos
polimorficos. O numero médio de alelos polimorficos foi de 29,69 por combinacéo,
sendo que a combinacdo M_CTT/E_AAC foi a mais informativa com 51 alelos
polimérficos, e em outro extremo a combinacdo M_CTT/ E_ACT produziu apenas 11
alelos (Tabela 1).

O parametro beta (B8), o qual representa a medida da fracdo de loci
polimorficos em relagéo ao total de loci em cada combinagdo AFLP, apresentou uma
média de 7% de polimorfismo, sendo que as combinacbes M_CAC/E_AAC e
M_CTT/E_AAC apresentaram as maiores porcentagens de polimorfismo (13%), j& a
combinacdo M_CTT/E_ACT, apresentou a menor (2%). A taxa efetiva multiplex (E)
tem como objetivo identificar o grau de informac&o de cada combinacdo AFLP com
base no niumero de alelos observados e a sua fracdo polimorfica. Tal parametro foi
proposto por Powell et al. (1996) como uma forma alternativa ao parametro de
conteudo de informacado polimorfica utilizada em marcadores codominantes, onde E
possibilitou a identificacdo da combinacdo M_CTT/E_AAC como a mais informativa
(6,63). A heterozigosidade esperada (He) de cada combinacdo apresentou valor
maximo observado (0,63) em M_CTC/E_ACG e minimo (0,21) em M_CTT/E_ACT.

O indice do marcador (MI) que é caracterizado como um produto da taxa
efetiva multiplex e a heterozigosidade esperada, revelou que a melhor combinacgao
foi M_CAC/E_AAC, com o indice de 3,96, seguido por M_CTT/E_AAC com 3,04.
Ambos os parametros de variabilidade podem ser visualizados especificamente para
cada combinacdo AFLP na Tabela 1 e na Figura 1. O parametro de indice do
marcador tem como vantagem ao valor E por integrar a heterozigosidade esperada,
possibilitando identificar a combinacdo de marcador com maior conteudo de
informagdo quando comparada com o parametro E apenas. Além disso, a melhor
representacdo da variabilidade genética é influenciada pelo nimero de combinacéo

de marcadores empregados para o estudo.
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Tabela 1 - Combinagbes AFLP com seus respectivos parametros de variabilidade

genética avaliados.

Combinacéo de primers n B E He
M_CAC E_AAC 50 0.13 6.5 0.61
M_CTC E_ACG 26 0.06 1.56 0.63
M_CTC E_ACA 40 0.10 4 0.54
M_CAC E_ACA 19 0.05 0.95 0.41
M_CAC E_ACG 14 0.03 0.42 0.46
M_CTC E_ACT 33 0.08 2.64 0.48
M_CTT E_AAC 51 0.13 6.63 0.46
M_CTT E_ACG 13 0.03 0.39 0.46
M_CTT E_ACA 27 0.06 1.62 0.45
M_CTT E_ACT 11 0.02 0.22 0.21
M_CAA E_ACG 24 0.06 1.56 0.49
M_CAA E_ACA 44 0.11 4.84 0.51
M_CAA E_ACT 33 0.08 2.64 0.60
Média 29,69 0.07 0.52
Total 386

Nota: n- numero de alelos polimorficos, B- fracdo de loci polimérficos, E- taxa efetiva

multiplex e He- heterozigosidade esperada.
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Figura 1 - Distribuicdo do MI (indice do marcador) pelas 13 combinacdes AFLP.

Além da avaliacdo dos parametros de variabilidade genética por
combinacdo AFLP descritos acima, avaliou-se o numero de alelos polimorficos
observados em cada genétipo. O mutante 40 (FMut40), derivado da cultivar BRS
Fronteira, apresentou o menor nimero de alelos polimérficos (89), ja o mutante 87
(FMut87), proveniente da mesma cultivar, apresentou o maior nimero de alelos com
(263). Estes valores minimos e maximos de alelos observados por genétipos sdo em
relacdo ao numero total que pode ser observado entre todas as combina¢cdes AFLP,
ou seja, 367 alelos, sendo que a média entre os gendtipos deste estudo foi de
188,58 alelos.

A variagdo no numero de alelos polimorficos observados nos diferentes
genotipos mutantes em relagcdo aos ndo mutantes pode ser observado na Figura 2.
As alteragcBes no numero de alelos nos genoétipos mutantes em relagédo as cultivares
testemunhas podem ser resultantes de mudancas estruturais do DNA em funcéo de
quebras, transposicoes, substituicbes, delecdes, entre outras (DANYLCHENKO e
SOROCHINSKY, 2005).
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Figura 2 - Numero de alelos observados de todas as combinagbes AFLP em cada
gendtipo de arroz. A- BRS Queréncia e seus respectivos mutantes e, B- BRS

Fronteira com seus respectivos mutantes.
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Relacdo genética entre genotipos

A relacdo genética entre os gendtipos de arroz pode ser observada pela
andlise de similaridade genética calculada pelo coeficiente Simple Matching, com
base no polimorfismo gerado pelas 13 combinacdes de primers AFLP, e,
representada graficamente no dendrograma (Figura 3). As combinacdes AFLP
possibilitaram a discriminagdo de todos os genotipos. O teste de Mantel, o qual
mede o grau de confiabilidade entre a matriz de similaridade genética e os
resultados de agrupamento observados no dendrograma, revelou um coeficiente de
correlacdo (r) de 0,96, indicando uma excelente correlagdo de resultados. Os
resultados de agrupamento UPGMA mostraram uma alta taxa de variabilidade
genética entre os gendotipos de arroz, a qual variou de 0,50 a 1,00 (Figura 3 e Tabela
3). Para Kosman e Leonard (2005), determinar a dissimilaridade genética entre
individuos é considerado como um importante e decisivo ponto para a analise de
agrupamento, pois diferentes coeficientes de similaridade genética podem produzir
diferentes resultados. Assim a utilizacdo do coeficiente Simple matching na técnica
AFLP é o aconselhado por Laurentin (2008) para populacdes com individuos
estreitamente relacionados, mostrando-se eficiente em nosso estudo para verificar a

relacdo genética entre os gendtipos de arroz mutantes e controles.
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Figura 3 - Dendrograma gerado pelo método UPGMA, a partir da similaridade
genética obtida pelo coeficiente de Simple Matching, dos 10 gendtipos de arroz

mutantes e dos dois controles.

A similaridade genética observada entre os genoétipos controle das cultivares
BRS Fronteira e BRS Queréncia foi de 0,68. Quando observada a variacdo da
similaridade genética dos gendtipos controles com seus respectivos mutantes, esta
variou para BRS Fronteira de 0,49 (“Mut Fro 10”) a 0,78 (“Mut Fro 57" e “Mut Fro
58”), e para BRS Queréncia de 0,66 (“Mut Que 33”) a 0,77 (“Mut Que 44”) (Tabela
2). Os resultados deste estudo ndo apresentaram uma relacao direta entre a dose
de radiacdo gama e o grau de similaridade entre os gendtipos controle e seus
respectivos mutantes. Este resultado pode ser justificado pelas alteragdes genéticas
aleatorias produzidas pela radiacdo ionizante, as quais sdo provenientes da

ionizacao e excitacao da molécula de DNA. A radiacéo ionizante pode promover dois
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efeitos sobre o material hereditario: mutacbes genéticas pontuais e/ou quebras
cromossOmicas. Sendo que a mutabilidade pode contribuir com o aumento da
variabilidade genética, sendo muito utilizada no passado e atualmente em diversos

programas de melhoramento de varias espécies vegetais de importancia agricola.

Além do polimorfismo detectado entre os genoétipos de arroz irradiados em
relagdo aos controles, observados no presente trabalho, varios sdo os resultados
obtidos pela radiacéo sobre distintas caracteristicas morfolégicas em varios estudos,
como reducao na altura de plantas mutantes (SILVA, et al., 2012; TABASUM et al.,
2011; SHEHZAD et al., 2011; RASHID et al.,, 2009; MARTINS, et al., 2005),
incremento no numero de paniculas por planta, no niumero de graos por panicula, no
namero de perfilhos e na massa de 1000 graos (SHEHZAD et al., 2011; MARTINS et
al., 2005).

A similaridade genética media observada entre os genotipos foi de 0,67 a
qual possibilitou a identificacdo de cinco grupos; um grande grupo abrangendo sete
genatipos, representados pelas cultivares controles, os genoétipos derivados da cv.
BRS Queréncia, exceto “Mut Que 33", e parte dos derivados da cv. BRS Fronteira; o
segundo grupo identificado € representado pelos gendtipos “Mut Fro 17 e “Mut Fro
107, os demais genoétipo apresentaram-se em grupos isolados (Figura 3). Os
genotipos mutantes do grande grupo que apresentaram-se com a maior similaridade
genética (“Mut Fro 57" e “Mut Fro 58”) mostraram uma resposta fenoldgica
interessante, pois os valores de peso de mil grédos superior a ambos mostraram-se
COmo superiores ao seu respectivo genoétipo de origem e ao outro controle (dados
nao publicados). Além disso, o gendtipo “Mut Fro 14” também apresentou valores
similares aos genétipos mutantes relatados acima para o mesmo caractere de
interesse, porém, com uma dissimilaridade mais alta (0,53, Tabela 2) quando

comparado com seu genotipo controle.



Tabela 2 - Matriz de similaridade genética de Simple Matching dos 12 gendétipos de arroz a partir dos alelos
polimorficos das 13 combinagdes AFLP.

BRS BRS
Gen. | MutQ33 MutQ36 MutQ44 MutF1 MutF9 MutF10 MutF14 MutF26 MutF57 MutF58
Queren. Front.

MutQ33 1,00

MutQ36 0,64 1,00

MutQ44 | 0,70 0,77 1,00

Querén. | 0,66 0,72 0,77 1,00

Frontei. | 0,66 0,68 0,77 0,68 1,00

MutF1 0,51 0,55 0,48 0,51 0,54 1,00

MutF9 0,59 0,52 0,52 0,52 0,57 0,61 1,00

MutF10 0,48 0,50 0,43 0,47 0,49 0,70 0,60 1,00

MutF14 0,57 0,49 0,46 0,49 0,53 0,66 0,61 0,68 1,00

MutF26 | 0,68 0,70 0,74 0,66 0,67 051 0,58 0,47 0,54 1,00
MutF57 | 0,65 0,69 0,80 0,75 0,78 0,49 0,51 0,43 0,47 0,69 1,00
MutF58 | 0,65 0,69 0,83 0,74 0,78 0,49 0,52 0,43 0,47 0,70 0,94 1,00




69

Além da andlise de agrupamento hierarquica realizou-se a analise de
coordenadas principais (PCoA), a qual tem como objetivo verificar a relacdo genética
entre 0s gendtipos em coordenadas cartesianas otimizadas de variancia da matriz
de similaridade genética (Figura 4). Esta analise tem sido recomendada e usada por
diversos autores (CRUZ e CARNEIRO, 2006).

Os resultados da analise de PCoA corroboram com os obtidos pela
analise de agrupamento UPGMA vista no dendrograma. A PCoordl (coordenada
principal), a PCoord2 e a PCoord3 explicam juntas 79,54% da variancia da
similaridade genética dos genoétipos pelas trés primeiras dimensdes, 64,52%,
10,97% e 4,04%, respectivamente.

MuQ33
o]
MuF26
MutF9 T
036 — o
MutCi44
0al
MutF36
BRS Queréncia
MutF14 BRS Fronteira
. o , MutF57
Dim-3 oo | MutF53
-0.10
FMuatd0
155

Figura 4 - Grafico tridimensional representando as principais coordenadas que
explicam 65,81% da variancia dos dados de similaridade genética da matriz Simple
Matching.

Dentre os fatores que geram variabilidade na natureza, um deles é a
mutacdo espontanea, sendo que mutacbes podem ser induzidas por agentes
qguimicos (LEE et al., 2010) e fisicos (MONTALVAN e ANDO, 1998). Para Brock
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(1971) a introducdo de gendtipos de outros paises ou regides, é considerada uma
fonte convencional de variacdo genética para uma primeira fase de um programa de
melhoramento vegetal; bem como a hibridacdo e a recombinacdo genética
compreendem outra fonte de variacdo para segunda fase do programa. No entanto,
muitas vezes novas fontes de variabilidade encontram-se limitadas em programas
de fitomelhoramento, assim a utilizacdo de mutacado induzida pode ser considerada

como uma importante alternativa para incrementar a variabilidade.

Em arroz, o melhoramento genético proveniente de mutantes pode ser
considerado como bem sucedido na obtencdo de novas cultivares com boas
caracteristicas agronémicas, como resisténcia a estresse bidtico e/ou tolerancia a
estresse abidtico, e na ampliacdo da variabilidade genética da cultura (ALVAREZ et
al., 2000).

Muitos estudos de analise molecular de gendtipos mutantes, utilizando
outras classes de marcadores que ndo a AFLP, ndo conseguiram uma efetiva
diferenciacdo entre genotipos, pois dependendo da classe, o marcador € muito
especifico e as mutacBes induzidas podem ndo ocorrem nestes loci onde o
marcador é alvo de andlise. Assim a detec¢cdo de um polimorfismo requer o uso de
um sensivel sistema marcador, devido a uma baixa frequéncia de mutacdes em loci
especificos (WITKOWICZ et al., 2003). Neste contexto, a alta especificidade e poder
de analise da técnica AFLP, permite a deteccdo de variabilidade genética em
diversos loci simultaneamente, sendo esta amplamente utilizada em estudos de
caracterizacdo genética de diversas espécies vegetais, e na grande maioria das
vezes possibilita discriminar 0s genotipos que sdo altamente similares
fenotipicamente. Além disso, esta técnica tem sido relatada por seu potencial em
detectar hotspots em arroz mutante (LI et al, 2007, YU et al, 2007), deteccdo de
alteracdes gendmicas em arroz transgénico produzidas por calos (LABRA et al.,
2001), andlise da variagdo somaclonal em plantas regeneradas de Arabidopsis
(POLANCO e RUIZ, 2002), plantas de Echinacea purpurea micropropagadas
(CHUANG et al.,, 2009), centeio (DE LA PUENTE et al, 2008), pupunha
(STEINMACHER et al., 2007), em populagcbes mutantes segregantes de pimenta,
derivadas do tratamento com EMS (metanosulfonato etilico) (LEE et al., 2010),
fingerprinting de sequencias de DNA altamente complexas, e podem ser utilizadas

para o mapeamento de alta resolucdo (JONES et al. 1997). Em nosso estudo,
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assim como nos relatados acima, esta técnica mostrou-se efetiva para a
diferenciacdo dos gendtipos controle e sua descriminacdo em relacdo aos

respectivos genotipos mutantes.

CONCLUSOES

A utilizagéo da radiagdo gama foi eficiente para induzir mutagbes sobre o
material hereditario do arroz, sendo a técnica AFLP eficiente para a caracterizacao
molecular;

A inducdo de variabilidade genética por radiagdo gama apresentou até
51% de dissimilaridade entre genoétipos de mesma origem, e ndo tem relacéo direta
com a dose de radiacdo recebida. Sendo os mutantes “Mut Que 33” e “Mut Fro 10”
0s mais divergentes;

Dentre os primers testados as combinacdes mais informativas foram
M_CAC E_AAC e M_CTT E_AAC.
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CONSIDERACOES FINAIS

A variabilidade genética constitui-se na esséncia dos processos evolutivos e
do melhoramento vegetal, uma vez que, é imprescindivel a presenca desta para que
a selecao natural e/ou artificial sejam efetivas. Além da variabilidade genética pré-
existente no germoplasma, € possivel a adicdo de variabilidade por meio de
mutacdes artificiais, recombinagBes génicas, transformacdo genética e mutacdes
somaclonais. H4 mais de 50 anos, diferentes estratégias vém sendo utilizadas e
muitas cultivares de arroz foram produzidos a partir de mutacfes induzidas e/ou
selecdo de constituicdes genéticas a partir de populacdes mutantes. Em muitos
casos, uma mutacao pontual pode corrigir ou melhorar alguns caracteres, permitindo
a selecéo de constituicdes genéticas superiores ainda nas primeiras geragées. Com
esse objetivo, neste trabalho foi observada ampla variabilidade entre os genétipos,
sendo obtidos mutantes com caracteres agrondmicos de interesse, como reducdo no
ciclo da cultura, mudancas na arquitetura de planta (alteragbes na altura de plantas,
no numero de perfilhos, em paniculas e folhas), bem como mutantes que
apresentaram incremento no peso de graos. Fora isto, a técnica AFLP foi eficiente
para a caracterizacdo molecular, revelando mais de 50% de dissimilaridade entre os
genotipos. Assim, estes mutantes poderdo se transformar em novas cultivares ou
servirem para cruzamentos em programas de melhoramento e/ou estudos de acéo

génica.
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Anexo 1: ldentificacdo dos gendtipos mutantes,

utilizada para induzir a mutacéao.
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origem e doses de radiacao

Gendtipo Cultivar de Dose de Genétipo Cultivar de Dose de
origem radiacao origem radiacéo
(Gy) (Gy)
“Mut Fro 1” BRS Fronteira 350 “Mut Fro 31  BRS Fronteira 200
“Mut Fro 2” BRS Fronteira 200 “Mut Fro 32  BRS Fronteira 300
“Mut Fro 3” BRS Fronteira 200 “Mut Que 33" BRS Queréncia 300
“Mut Fro 4” BRS Fronteira 350 “Mut Fro 34 BRS Fronteira 250
“Mut Fro 5” BRS Fronteira 300 “Mut Fro 35> BRS Fronteira 350
“Mut Fro 6” BRS Fronteira 200 “Mut Que 36" BRS Queréncia 350
“‘Mut Que 77 BRS Queréncia 200 “Mut Que 377 BRS Queréncia 300
“‘Mut Que 8 BRS Queréncia 200 “Mut Que 38" BRS Queréncia 350
“Mut Fro 9” BRS Fronteira 300 “Mut Que 39" BRS Queréncia 350
“‘Mut Fro 10 BRS Fronteira 200 “Mut Que 40" BRS Queréncia 250
“‘Mut Fro 11 BRS Fronteira 200 “‘Mut Que 41" BRS Queréncia 250
“Mut Fro 12 BRS Fronteira 200 “Mut Que 42” BRS Queréncia 250
“Mut Fro 13" BRS Fronteira 200 “Mut Fro 43 BRS Fronteira 300
“Mut Fro 14> BRS Fronteira 300 “Mut Que 44 BRS Queréncia 250
“Mut Fro 15 BRS Fronteira 200 “Mut Que 45" BRS Queréncia 200
“Mut Fro 16 BRS Fronteira 300 “Mut Que 46” BRS Queréncia 350
“Mut Que 17”7 BRS Queréncia 200 “Mut Que 47”7 BRS Queréncia 350
“Mut Fro 18" BRS Fronteira 250 “Mut Que 48" BRS Queréncia 300
“‘Mut Fro 19 BRS Fronteira 350 “Mut Fro 49 BRS Fronteira 250
“Mut Que 20" BRS Queréncia 350 “Mut Fro 50 BRS Fronteira 300
“Mut Que 21” BRS Queréncia 300 “Mut Fro 51 BRS Fronteira 300
“Mut Que 22” BRS Queréncia 350 “Mut Fro 52 BRS Fronteira 350
“Mut Que 23" BRS Queréncia 200 “Mut Fro 53 BRS Fronteira 250
“Mut Que 24” BRS Queréncia 350 “Mut Fro 54 BRS Fronteira 250
“Mut Que 25" BRS Queréncia 250 “Mut Que 55" BRS Queréncia 250
“Mut Fro 26" BRS Fronteira 250 “Mut Fro 56 BRS Fronteira 250
“Mut Fro 277 BRS Fronteira 350 “Mut Fro 57 BRS Fronteira 250
“Mut Fro 28" BRS Fronteira 300 “Mut Fro 58" BRS Fronteira 250
“Mut Fro 29 BRS Fronteira 300 “‘Mut Que 59” BRS Queréncia 250
“Mut Que 30" BRS Queréncia 300
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Anexo 2: Médias das cultivares testemunhas (BRS Queréncias e BRS Fronteira) e dos 59 mutantes para 12 caracteres
agrondmicos avaliados.

N C

AP CC EC CFB L FB PER N PAN PAN NG NEE P 1000 Ciclo
BRS Queréncia 97,0 71,8 3.9 31,7 19 16,5 15,7 33,4 170,3 68,9 24,2 113,0
BRS Fronteira 92,3 69,6 3,5 27,0 15 17,9 15,8 28,9 145,2 23,8 25,7 130,6
Mut Fro 1 93,4 68,8 4,1 31,9 1,48 23,2 20,4 30,0 184,8 36,6 25,7 84
Mut Fro 2 94,0 66,6 4,2 30,8 15 15,8 14,0 32,1 168 34,2 27,3 85
Mut Fro 3 94,2 68,2 4,2 33,2 1,52 14,4 14,0 30,3 167,2 33,8 26,56 91
Mut Fro 4 96,4 72,4 3.9 29,8 1,54 17,4 15,8 30,8 176,0 42,0 26,02 90
Mut Fro 5 91,0 65,2 4,2 31,6 1,58 14,4 14,0 31,44 161,2 49,8 26,34 93
Mut Fro 6 93,6 67,6 4,2 33,2 1,44 14,8 14,6 30,4 185,6 45,0 25,9 92
Mut Que 7 96,0 70,2 4,0 34,22 1,82 12,8 12,8 33,9 188,4 67,0 24,03 83
Mut Que 8 91,7 67,2 3,7 30,5 1,86 15,8 15,6 34,3 170,0 58,4 24,25 78
Mut Fro 9 95,4 69,6 4,1 34,8 1,88 14,0 12,0 33,9 194,8 80,8 24,41 83
Mut Fro 10 93,2 68,8 4,6 30,5 1,46 13,8 14,4 28,7 158,0 38,4 25,2 95
Mut Fro 11 94,8 69,2 4,1 32,8 1,44 17,6 16,8 31,4 182,6 29,0 26,23 92
Mut Fro 12 91,2 66,2 4,1 30,1 1,44 18,6 18,2 30,1 137,4 28,2 26,8 93
Mut Fro 13 92,4 67,8 3.9 25,4 15 14,2 14,2 28,7 153,8 25,6 26,54 97
Mut Fro 14 93,2 70,0 4,1 26,4 1,48 15,4 14,2 29,0 176,8 29,2 27,7 96
Mut Fro 15 90,4 66,2 4,0 32,4 154 17,0 16,4 29,3 145,4 39,0 25,72 94
Mut Fro 16 96,8 70,6 4,0 26,2 1,58 17,2 17,0 28,7 154,0 29,8 26,35 95
Mut Que 17 94,0 68,0 4,0 36,1 1,8 14,0 13,6 34,4 182,2 68,0 23,75 83
Mut Fro 18 89,6 67,6 3.9 31,4 1,74 19,2 19,4 28,8 156,4 45,6 25,87 95
Mut Fro 19 91,8 67,2 3,8 29 1,62 18,8 18,6 29,9 155,6 444 25,71 94
Mut Que 20 104,9 75,6 3.9 29,2 1,92 16,0 15,4 31,8 146,0 76,8 23,94 91
Mut Que 21 97,75 73,0 3.9 33,0 1,82 16,25 15,75 33,62 178,5 77,25 23,61 86
Mut Que 22 98,2 71,4 4,2 36,8 1,88 15,4 14,6 33,9 209,6 63,0 22,6 86
Mut Que 23 90,0 65,4 3,7 32,9 1,9 15,6 15,0 32,7 174,4 57,8 23,7 82
Mut Que 24 98,4 72,2 4,2 36,0 1,92 17,4 17,0 35,12 197,2 68,0 21,79 84
Mut Que 25 97,0 69,4 4,0 36,2 1,9 17,0 16,2 34,0 187,2 67,8 22,09 83
Mut Fro 26 97,2 69,0 3,9 30,6 1,8 15,0 14,6 35,4 165,0 60,4 23,27 82
Mut Fro 27 92,6 66,6 3,7 28,2 1,56 22,6 19,4 29,76 138,6 42,2 25,45 92
Mut Fro 28 94,0 66,0 3,8 25,4 15 17,2 17,0 29,1 117,8 51,8 23,88 96

Mut Fro 29 93,8 66,6 3,7 26,4 1,52 18,0 18,8 29,7 125,6 43,8 24,54 96
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Anexo 2: Continuacdo - Médias das cultivares testemunhas (BRS Queréncias e BRS Fronteira) e dos 59 mutantes para 12
caracteres agrondmicos avaliados.

AP CC EC CFB L FB N PE N PA CPA NG NEE P 1000 Ciclo
Mut Que 30 93,0 65,0 4,42 34,4 1,88 21,0 20,2 35,6 173,6 98,8 23,23 88
Mut Fro 31 93,2 66,4 4,07 31,4 154 21,8 16,4 30,2 186,2 38,6 26,32 92
Mut Fro 32 94,0 65,8 4,16 33,4 1,56 19,6 18,0 30,4 161,8 18,8 27,1 90
Mut Que 33 100,6 76,2 4,19 23,9 2,26 15,0 14,0 31,6 208,6 33,8 22,94 76
Mut Fro 34 87,8 63,2 3,94 31,5 1,58 15,2 14,8 31,1 178,6 26,6 26,96 87
Mut Fro 35 88,2 72,2 4,05 29,0 1,54 16,0 14,8 30,9 166,2 20,6 26,98 88
Mut Que 36 101,0 75,0 4,37 31,6 1,92 14,0 12,8 34,0 161,8 63,0 24,96 82
Mut Que 37 100,6 74,0 4,23 35,0 1,92 14,6 13,0 34,8 197,6 35,2 25,2 82
Mut Que 38 103,0 74,8 4,55 36,9 2,04 15,2 12,8 32,6 175,4 32,0 24,22 82
Mut Que 39 102,0 75,2 4,11 314 2,0 15,2 12,8 34,3 169,6 34,6 24,34 85
Mut Que 40 101,2 72,0 4,32 36,6 2,0 13,2 11,8 33,2 189,6 35,4 23,74 84
Mut Que 41 100,6 73,8 4,02 35,6 1,86 13,6 13,8 32,4 138,0 28,4 23,28 83
Mut Que 42 99,2 72,6 4,2 32,6 2,02 15,0 14,2 34,9 208,6 39,6 24,59 83
Mut Fro 43 95,8 70,4 3,85 29,6 15 20,0 17,4 30,5 149,6 27,0 26,63 92
Mut Que 44 88,0 67,0 3,83 31,1 19 11,6 10,4 30,8 152,6 26,4 25,82 86
Mut Que 45 99,0 74,8 4,16 32,2 2,04 16,2 17,0 32,6 170,4 28,8 24,23 78
Mut Que 46 104,4 75,7 4,28 32,8 2,02 16,6 14,0 34,0 210,6 25,8 23,77 80
Mut Que 47 104,0 75,8 4,32 34,2 2 18,2 16,0 33,9 193,0 26,6 25,11 82
Mut Que 48 101,0 76,2 4,22 32,8 2,02 15,8 14,0 34,5 213,2 37,2 25,75 87
Mut Fro 49 96,0 68,6 4,15 33,8 1,58 17,8 16,6 30,6 135,4 57,0 26,33 94
Mut Fro 50 89,2 66,6 3,53 27,2 1,66 20,4 17,8 30,0 151,4 24,2 27,56 95
Mut Fro 51 99,0 71,8 4,23 32,0 1,56 19,0 19,2 311 169,0 34,2 28,79 96
Mut Fro 52 97,4 72,6 4,2 30,4 1,52 17,0 15,6 30,9 165,4 20,2 26,73 91
Mut Fro 53 95,2 71,0 4,21 34,0 1,48 19,2 18,4 31,2 174,8 27,2 27,31 93
Mut Fro 54 95,2 70,2 4,19 32,6 1,56 20,8 19,2 30,7 146,6 32,2 27,37 94
Mut Que 55 101,0 74,4 4,09 32,6 1,92 17,8 16,2 33,3 169,4 44,8 25,0 78
Mut Fro 56 89,6 68,8 3,92 33,0 1,6 16,8 16,6 30,0 155,0 24,2 27,33 97
Mut Fro 57 84,4 65,2 3,76 30,1 1,58 18,2 17,8 29,5 151,2 29,6 27,1 97
Mut Fro 58 85,8 66,4 3,91 31,8 1,62 25,2 23,8 29,2 130,4 30,0 27,47 96

Mut Que 59 93,6 69,2 4,2 33,4 1,82 18,8 16,2 33,6 162,6 57,8 22,71 81




