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Resumo

Oryza glumaepatula, uma das 21 espécies silvestres do género Oryza, no qual
esta incluido o arroz cultivado (O. sativa), constitui uma valiosa fonte doadora
de alelos favoraveis para caracteristicas de interesse agrondmico desta espécie.
Diversas areas de ocorréncia natural de O. glumaepatula estdo sob ameaga de
devastacéo e, desta forma, a implementacéo de estratégias de conservagao
destes recursos genéticos a partir de estudos de genética de populacfes € de
extrema relevancia. Marcadores moleculares microssatélites, ou SSR, sdo uma
ferramenta Util para investigar questdes relacionadas ao sistema de cruzamento,
fluxo génico e estrutura genética das populagfes naturais de O. glumaepatula.
Este trabalho objetivou caracterizar a variabilidade genética e estimar os
pardmetros populacionais de 30 populacdes de O. glumaepatula provenientes de
trés biomas brasileiros, através do uso de dez marcadores microssatélites. Os
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niveis de variabilidade alélica para os locos SSR apresentaram uma média de
10,3 alelos por loco génico e um valor médio de freqliéncias alélicas de 9,7%.
Os valores de heterozigosidade esperada variaram entre 63% e 86%. Para as 30
populagfes avaliadas, as heterozigosidades médias observada e esperada foram
de 2,7% e 11,3%, respectivamente, indicando um excesso de homozigotos
decorrente do habito reprodutivo preferencialmente autégamo apresentado por
estas espécies. O indice de fixacdo estimado (/f-,s) foi de 79%, o qual diferiu
significativamente de zero, indicando uma elevada endogamia localizada dentro
de cada populacao de O. glumaepatula. O indice de endogamia total da espécie
(/9/7) foi de 98%, e os indices de diversidade genética entre populagdes, ﬁsr e
ﬁsr, foram de 85% e 90%, respectivamente, indicando uma compensagéo da
homogeneidade genética dentro de populacdes através dos maiores indices de
variagao genética encontrados entre populagfes. Assim, principalmente para
populag@es localizadas em regifes sob ameaca de devastagédo, é urgente que se
criem condicBes de preservacao in situ, ou que se fagcam coletas visando a
preservacao ex situ, a fim de evitar a perda da variabilidade genética da espécie.

Termos para indexacao: arroz silvestre, SSR, conservagéo, marcadores
moleculares.



Genetic Structure of Wild
Oryza glumaepatula
Populations in Three
Brazilian Biomes Using
Microsatellite Markers

Abstract

0. glumaepatula, one of the 21 wild species of Oryza genus, constitute a
promising donor of favorable alleles for agronomic traits of cultivated rice (O.
sativa). Areas of O. glumaepatula occurrence are threatened by devastation and
thus the implementation of conservation strategies is extremely relevant. This
study aimed to characterize the genetic variability and estimate populational
parameters of 30 O. glumaepatula populations from three Brazilian biomes using
10 microsatellite markers. The levels of allelic variability for the SSR loci
presented a mean of 10.3 alleles per gene locus and 0.097 average allelic
frequency value. The expected total heterozygosity values ranged from 0.63 to
0.86. For the 30 populations, the mean observed and expected heterozygosities
were 0.027 and 0.113 within population, respectively, indicating an excess of
homozygotes resulting from thAe preferentially self pollinating reproduction habit.
The estimated fixation index (Fis) was 0.79 that differed significantly from zero,
indicating high inbreeding vyithin each O. glumaepatula population. The total
inbreeding of the species (F’I) was 0.98 and the among population genetic
diversity indexes, /937 and fs7, were 0.85 and 0.90, respectively, indicating high
genetic variability among populations. Thus, especially for populations located in
regions threatened with devastation, it is urgent that in situ preservation
conditions should be created or that collections be made for ex situ preservation to
prevent loss of the species genetic variability.

Index terms: wild rice, SSR, conservation, molecular markers.
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Introducéo

Muitas espécies silvestres tém sido utilizadas como fonte adicional de
variabilidade genética em programas de melhoramento de espécies cultivadas.
Para o caso do arroz, existem 21 espécies silvestres, sendo que seis constituem
0 pool génico primario, as quais sao dipléides e possuem o genoma AA, sendo a
obtencao de hibridos férteis com o arroz bastante facilitada (Khush, 1997). No
Brasil, ocorrem trés espécies silvestres do género Oryza, e somente O.
glumaepatula pertence ao pool génico primario. Esta espécie estd completamente
adaptada as condic¢8es de solo, clima e temperatura tropicais (Brondani et al.,
2001) e, como o arroz cultivado é de origem asiatica, existe a possibilidade de
serem transferidos genes de O. glumaepatula para O. sativa para melhorar a
resisténcia a estresses bidticos e abidticos. O conhecimento da variabilidade
genética de populag@es nativas de O. glumaepatula é de fundamental importancia
para assegurar a preservacao da espécie, além de identificar acessos
geneticamente divergentes para serem utilizados em cruzamentos interespecificos
com o arroz cultivado. Exemplos de sucesso incluem o gene para resisténcia ao
tungro virus de O. nivara para o arroz cultivado, o gene para resisténcia a
bacteriose do arroz a partir de O. longistaminata, novas fontes de macho-
esterilidade citoplasmatica de O. rufipogon para o arroz (Brar & Khush, 1997) e
genes relacionados ao aumento do potencial produtivo provenientes de O.
glumaepatula introduzidos na espécie cultivada O. sativa (Brondani et al.,

2002).

Os avancos obtidos com a genética molecular tém possibilitado a ampliagao dos
conhecimentos sobre as populagGes das espécies silvestres, através da
determinacao da variabilidade genética a partir do polimorfismo encontrado a
nivel de DNA, utilizando marcadores moleculares. Dentre as classes de
marcadores moleculares existentes, 0os microssatélites (SSR, Simple Sequence
Repeats) destacam-se das demais por serem frequientes e distribuidos ao acaso
no genoma de eucariotos, por apresentarem expressédo codominante e um
elevado conteudo informativo em fungdo do multialelismo, o qual é resultante de
variagdes no niimero de seqiiéncias repetidas, além da sua facilidade de
obtencao dos dados pela reagdo automatizada via técnica de PCR. Devido a
estas caracteristicas, os marcadores microssatélites tém sido utilizados na
caracterizagcdo de populac¢des naturais de plantas (Collevatti et al. 1999; Lemes
et al., 2002) através de estudos de genética de populages, fluxo génico e
analise de paternidade (Wright & Bentzen, 1994).
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Este trabalho objetivou caracterizar populagdes de O. glumaepatula oriundas de
trés Biomas do Brasil (Regido Amazodnica, Pantanal e Cerrados), através das
estimativas dos parametros populacionais, utilizando marcadores microssatélites,
visando gerar informacdes Uteis para conservacao e utilizagcio desta espécie
silvestre no melhoramento genético.

Material e Métodos

Populacdes avaliadas

Foram utilizadas 30 populagdes de O. glumaepatula, sendo 23 oriundas de
coletas nas veredas dos Cerrados do Estado de Goias, duas da Regiéo
Amazobnica (Rio Solim&es), e cinco do Pantanal Matogrossense. O nimero
de individuos por populacao foi variavel, totalizando 414 gendétipos
(Tabela 1).

Extragdo de DNA gendmico e analise com marcadores
microssatélites

Amostras de sementes de cada populagdo foram germinadas em rolos de
papel e, ap6s uma semana, transplantadas para vasos em casa de
vegetacado. Vinte dias ap6s o transplante, foram coletadas amostras do
tecido foliar de cada individuo para a extragdo de DNA gendmico. As
extraces de DNA foram realizadas segundo protocolo descrito por Doyle &
Doyle (1987). A concentracdo do DNA foi estimada por eletroforese em gel
de agarose 0,8% por comparacdo com o DNA-padrédo do fago lambda,
sendo ajustada para 3 ng/pl.

A analise genética foi feita utilizando marcadores microssatélites previamente
publicados (Akagi et al., 1996; Chen et al., 1997; Temnykh et al., 2000;
Brondani et al., 2001). As reac¢des de amplificacdo foram conduzidas em um
volume final de 13 ml contendo: 0,3 uM de cada primer (Forward e Reverse),
1 unidade da enzima Tagq DNA polymerase, 0,2 mM de cada dNTP, 10mM
de Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM de KCI, 1,5 mM de MgCl,, DMSO (50%) e 7,5
ng de DNA total. As reac¢8es de amplificacdo de PCR foram conduzidas em
termociclador PT-100 Thermal Controller (MJ Research) com a seguinte



Tabela 1. Numero de individuos amostrados e localizagdo geogréafica das areas de coleta das populagfes de O. glumaepatula

utilizadas no estudo.

1 6

2 17

3 18

4 14

5 8

6 17

7 16

8 10

9 16
10 24
11 12
12 22
13 19
14 12
15 17
16 12
17 11
18 10
19 9
20 19
21 17
22 13
23 15
24 13
25 3
26 8
27 5
28 21
29 7
30 12

Itapirapud/GO
Itapirapud/GO
Itapirapud/GO
Itapirapud/GO
Itapirapud/GO
Itapirapud/GO
Itapirapud/GO
Itapirapud/GO
Itapirapud/GO
Itapirapud/GO
Itapirapud/GO
MS
Itapirapud/GO
Itapirapud/GO
Itapirapud/GO
Itapirapud/GO
Itapirapud/GO
Aruand/GO
Aruand/GO
Uruana/GO
Uruana/GO
Uruana/GO
Uruana/GO

Itapirapud/GO

Fazenda Corrego Fundo
Fazenda Corrego Fundo
Fazenda Corrego Fundo
Fazenda Santa Angela
Fazenda Santa Angela
Fazenda Rio Vermelho
Fazenda Rio Vermelho
Fazenda Santa Angela
Fazenda Santa Angela
Fazenda Santa Angela
Fazenda Santa Angela
Rio Taguari (RTA 1)
Fazenda Rio Vermelho
Fazenda Rio Vermelho
Fazenda Rio Vermelho
Fazenda Rio Vermelho
Fazenda Rio Vermelho
Fazenda S&o Carlos
Fazenda S&o Carlos
Laticinios Dois Irm&os
Fazenda Santo Anténio
Fazenda Santo Anténio
Fazenda Santo Anténio
Rio Solimdes (RS 16)
Rio Solimdes (RS 50)
Rio Paraguai (RPA 9)
Rio Taguari RTA 2)

Rio Negro (RNE 2)

Rio Taguari

Fazenda Santa Angela

S 15° 28' 180"
S 15° 28' 180"
S 15° 28' 180"
S 15/ 32" 306"
S 15/ 32" 306"
S 15° 28" 179"
S 15° 28' 179"
S 15/ 32" 306"
S 15/ 32" 306"
S 15/ 32" 306"
S 15/ 32" 306"
S 19° 15' 00"

S 15° 28" 179"
S 15° 28' 179"
S 15° 28' 179"
S 13° 14" 995"
S 13° 14" 995"
S 11° 46" 429"
S 11° 46" 429"
S 15° 38" 955"
S 16° 30" 249"
S 15° 39' 087"
S 15° 38' 956"
S 3¢ 18' 00"

S 3° 15’ 00"

S 19° 15' 00"
S 19° 15' 00"
S 19° 15' 00"
S 15/ 32" 306"

W 50° 50" 899"
W 50° 50" 899"
W 50° 50' 899"
W 49° 44' 150"
W 49° 44" 150"
W 50° 50" 900"
W 50° 50" 900"
W 49° 44' 150"
W 49° 44' 150"
W 49° 44' 150"
W 49° 44' 150"
W 57° 13' 00"

W 50° 50" 900"
W 50° 50" 900"
W 50° 50" 900"
W 50° 35' 759"
W 50° 35' 759"
W 49° 49" 088"
W 49° 49' 088"
W 49° 43' 028"
W 49° 16" 944"
W 49° 42" 660"
W 49° 43" 028"
W 60° 36" 00"

W 60° 11' 00"

W 57¢ 13' 00"
W 57° 09" 00"
W 57¢ 13' 00"
W 49° 44' 150"

Vereda represada/Bioma Cerrado
Vereda represada/Bioma Cerrado
Vereda represada/Bioma Cerrado
Vereda represada/Bioma Cerrado
Vereda represada/Bioma Cerrado
Vereda intacta/Bioma Cerrado
Vereda intacta/Bioma Cerrado
Vereda represada/Bioma Cerrado
Vereda represada/Bioma Cerrado
Vereda represada/Bioma Cerrado
Vereda represada/Bioma Cerrado
Rio Taquari/ Bioma Pantanal
Vereda intacta/ Bioma Cerrado
Vereda intacta/ Bioma Cerrado
Vereda intacta/ Bioma Cerrado
Vereda intacta/ Bioma Cerrado
Vereda intacta/ Bioma Cerrado
Vereda intacta/ Bioma Cerrado
Vereda intacta/ Bioma Cerrado
Vereda represada/ Bioma Cerrado
Vereda represada/ Bioma Cerrado
Vereda represada/ Bioma Cerrado
Vereda represada/ Bioma Cerrado
Rio Solim@es/ Bioma Amazonas
Rio SolimGes/ Bioma Amazonas
Rio Paraguai/ Bioma Pantanal
Rio Taquari/ Bioma Pantanal

Rio Negro/ Bioma Pantanal

Rio Taquari/ Bioma Pantanal
Vereda represada/ Bioma Cerradol

(4"
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programacao: um pré-ciclo de 96 °C por 2 min; seguido por 29 ciclos de
94 °C por 1 min, 56 °C por 1 min e 72 °C por 1 min; e um passo final de
72 °C por 7 min. A checagem da amplificacéo foi feita por eletroforese
horizontal em agarose 3% contendo tampédo TBE 1X (0,09M Tris Borato e
2mM EDTA) e 0,2 pg/ml de brometo de etidio.

Triagem de locos microssatélites polimorficos

Ao todo, 133 locos microssatélites, sendo 28 escolhidos na literatura com
base nos seus valores de heterozigosidade esperada maiores que 70%, e
105 derivados de seqiiéncias do programa de seqienciamento do genoma do
arroz fizeram parte da selecao inicial e foram testados em seis genotipos de
0. glumaepatula de diferentes populag6es. Apds esta andlise, apenas 0s
locos SSR que apresentaram maior capacidade de detectar variabilidade alélica
foram utilizados para a genotipagem dos 414 individuos. A deteccédo de
polimorfismo alélico foi efetuada em géis desnaturantes de poliacrilamida a
4%, contendo 7M de uréia e tampao TBE 1X. A visualizagdo dos produtos
amplificados deu-se a partir da coloracdo do gel com nitrato de prata, de
acordo com Bassam et al. (1991). As estimativas dos tamanhos dos
fragmentos amplificados foi determinada comparando-se sua posi¢ao no gel
em relacdo a posi¢cdo das bandas de tamanho definido do marcador padrédo de
peso molecular (Ladder 10 bp).

Analise estatistica dos dados

Os dados genotipicos obtidos a partir da analise de dez locos
microssatélites nos 414 individuos foram anotados em uma planilha Excel
contendo o genétipo de cada individuo separadamente. Os locos que néo
amplificaram de forma consistente ou que deixaram duvidas de interpretacéo
foram eliminados da analise. As freqiiéncias alélicas foram submetidas ao
teste exato de Fisher para as proporc¢des de equilibrio de Hardy-Weinberg,
conforme definido por Weir (1996), utilizando o programa TFPGA (Miller,
1997). O teste exato de Fisher foi feito utilizando o método convencional
de Monte Carlo utilizando dez batches com 1000 permutag¢8es por batch. A
diversidade genética e as estatisticas F foram estimadas sob modelo
aleatorio de acordo com Weir (1996). As freqliiéncias alélicas, o nUmero de
alelos por loco (A), a heterozigozidade observada (H,) e esperada (H,) e as
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estatisticas F de Wright (F ., F_, e F_;), foram estimadas utilizando o
programa GDA (Lewis & Zaykin, 2000). A taxa de fecundacéo cruzada
aparente (,) foi calculada a partir do coeficiente de endogamia 7 obtido
através das heterozigosidades médias esperada e observada. O nimero
médio de migrantes (Nm) por geracao (fluxo génico) foi calculado pela
formula: Nm = %4 (1/F_, — 1), onde F_, é a medida da diversidade genética
entre populagGes (Wright, 1931). A estatistica R, (Slatkin, 1995) e o fluxo
génico (Nm) foram estimados utilizando o programa R, Calc (Goodman,
1997). Os dendrogramas foram construidos a partir da matriz de distancia
genética de Nei obtida pelo programa TFPGA (Miller, 1997) e pelo critério
de agrupamento UPGMA, utilizando o programa NTSYS (Rohlf, 1989). A
estabilidade dos agrupamentos foi testada através de procedimento de
reamostragem com 10000 bootstrap utilizando o Software Dboot (Coelho,
2001).

Resultados

Triagem e caracterizacdo dos locos microssatélites

Dos 133 locos SSR avaliados, foram selecionados, pela maior capacidade
de detectar variabilidade alélica e qualidade dos produtos amplificados, dez
locos SSRs, sendo sete baseados em seqiiéncias repetidas de
dinucleotideos (0OG7, OG17, OG44, OG89, RM224, RM248 e RM259), e
trés baseados em trinucleotideos (4879, 4961 e 5370). O nimero total de
alelos encontrados foi de 103, sendo que os niveis de variabilidade alélica
para os dez locos SSRs genotipados nas 30 populagdes variaram entre o
maximo de 17 alelos para o loco RM259 e o0 minimo de sete para os locos
RM224 e 4961, com uma média de 10,3 alelos por loco génico (Figura 1).
A distribuicdo das freqlUiéncias alélicas (Figura 2) variou entre 57% para o0s
alelos 133 e 137 do loco 4961 e 0,1% para o alelo 133 dos locos OGO7
e OG89 e alelo 117 do loco 4879, apresentando um valor médio de 9,7%.
O numero de alelos e suas freqiiéncias relativas resultaram em valores de
heterozigosidade esperada que variaram de 63% para o loco 4961 a 86%
para o loco RM259.
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<4— 160p

<«— 160p

Fig. 1. Caracterizagdo genética em trés populacdes silvestres de Oryza glumaepatula
com base em marcadores microssatélites, utilizando gel desnaturante de
poliacrilamida 4% corado com nitrato de prata. Os locos RM259 e OG44 estéo
representados nos painéis A e B, respectivamente. O ladder 10 pb foi utilizado como
marcador de peso molecular.
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Freqiiéncias alélicas

Alelos

Fig. 2. Histograma das freqiiéncias alélicas dos dez marcadores microssatélites,
estimadas para 414 individuos de Oryza glumaepatula. Eixo Y: freqiiéncia alélica; eixo
X: nimero do alelo; eixo Z: marcador microssatélite.

Analise estatistica dos dados

Para as 30 populac¢des de O. glumaepatula analisadas com os dez locos SSR, o
namero de alelos variou de um a 3,2 (Tabela 2), tendo sido maior para as
populacfes 28 (3,2 alelos) e 23 (3 alelos), coletadas nos Biomas Pantanal e
Cerrado, respectivamente. Os valores médios dos indices de diversidade génica
(/—73) (Tabela 3) foram maiores para as populages do Bioma Pantanal (25,7%) e
menores para as do Bioma Amazénia (5,6%), sendo que as populagdes 22
(45%) e 23 (56%), ambas ocorrentes em areas de varzeas do Bioma Cerrado,
foram as que apresentaram os maiores valores de /—79 (Tabela 2). O valor médio
encontrado para o indice de /-79 (11,5%) foi superior ao indice de /f/O (2,7%),
sendo que apenas para duas populagdes (29 e 30) os valores de /-70 foram
maiores (Tabela 2). Ao todo foram identificados 29 alelos privados, distribuidos
em 12 das 30 populagdes avaliadas, sendo o maior nUmero observado nas
populagbes 12, 28 e 29 ocorrentes no Bioma Pantanal (Figura 3). Considerando
o Bioma Cerrado, as populagdes coletadas em areas de vereda represada, ou
seja, areas que sofreram fragmentacgédo, apresentaram 29 alelos privados e maior
/-7e (51,8%), enquanto as coletadas em areas de vereda intacta apresentaram 14
alelos privados e £, = 48,9%.
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Tabela 2. Estimativas de parametros genéticos de diversidade em 30 populacdes de
Oryza glumaepatula.

1 6 10 1,000 0,000 0,000 - -

2 17 10 1,000 0,000 0,000 - -

3 18 10 1,200 0,000 0,069 1,000 0,000
4 14 10 1,100 0,000 0,013 1,000 0,000
5 8 10 1,000 0,000 0,023 1,000 0,000
6 17 10 1,100 0,000 0,041 1,000 0,000
7 16 10 1,000 0,000 0,000 - -

8 17 10 1,200 0,000 0,023 1,000 0,000
9 16 10 1,400 0,000 0,120 1,000 0,000
10 24 10 1,000 0,000 0,000 - -

11 12 10 1,100 0,008 0,026 0,684 0,188
12 22 10 1,900 0,027 0,197 0,864 0,073
13 19 10 1,100 0,005 0,030 0,833 0,091
14 12 10 1,200 0,000 0,030 1,000 0,000
15 17 10 1,100 0,000 0,011 1,000 0,000
16 12 10 1,100 0,008 0,034 0,765 0,133
17 11 10 1,200 0,000 0,062 1,000 0,000
18 10 10 1,100 0,010 0,010 0,000 1,000
19 9 10 1,000 0,000 0,000 - -

20 19 10 2,000 0,087 0,269 0,680 0,190
21 17 10 2,000 0,005 0,253 0,977 0,011
22 13 10 2,800 0,121 0,449 0,740 0,149
23 15 10 3,000 0,133 0,559 0,770 0,130
24 13 10 1,300 0,007 0,059 0,873 0,068
25 3 10 1,100 0,000 0,053 1,000 0,000
26 8 10 2,500 0,104 0,356 0,722 0,161
27 5 10 1,900 0,160 0,324 0,546 0,294
28 21 10 3,200 0,074 0,371 0,802 0,109
29 11 10 1,300 0,036 0,034 -0,052 1,110
30 12 10 1,300 0,033 0,031 -0,047 1,099
Média 10 1,434 0,027 0,113 0,761 0,135

N: nimero de individuos amostrados, L: nimero de locos microssatélites, A: nimero
médio de alelos; H,: heterozigosidade observada; H_: heterozigosidade esperada; ;:
indice de fixagdo e t: taxa de cruzamento aparente.
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Tabela 3. Estimativas de parametros genéticos de diversidade em 30 populagdes de
Oryza glumaepatula, separadas por Bioma.

Amazodnia 16 2 14 0,004 0,056 0,929 0,0363
Pantanal 67 5 45 0,080 0,257 0,688 0,184
Cerrado 331 23 19 0,018 0,089 0,797 0,113
Média 414 30 26 0,027 0,115 0,761 0,135

N: ndmero de individuos amostrados, n: nimero de populac¢des, Lp: nimero de alelos
privados nas populagbes; H,: heterozigosidade observada; H_: heterozigosidade
esperada; f: indice de fixagdo e t: taxa de cruzamento aparente.

o

Ndmero de alelos privados

Pop06 Pop09 Popl2 Popl8 Popl9 Pop20 Pop22 Pop26 Pop27 Pop28 Pop29 Pop30

Fig. 3. Frequéncia de alelos privados a partir de 103 alelos obtidos em dez locos
polimoérficos de marcadores microssatélites, em 12 populacdes de Oryza
glumaepatula.

O indice de fixagéo (?) e a taxa de cruzamento aparente (?a) estimados
conjuntamente para as 30 populagdes foram de 0,761 e 13,5%,
respectivamente (Tabela 3). Analisando-se individualmente cada Bioma, os
valores de  encontrados foram de 0,929, 0,688 e 0,797, e os valores de ?a
foram de 3,6%, 18,4% e 11,3% para os Biomas Amazdnia, Pantanal e Cerrado,
respectivamente (Tabela 3).
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Analisando as 30 populagdes de O. glumaepatula com os dez locos SSRs, a
endogamia total da espécie (/9/7) encontrada foi de 0,968 (Tabela 4). O indice de
fixacdo geral (F/s) foi estimado em 0,794, o qual diferiu significativamente de zero
através do método de reamostragem com bootstrap, indicando uma elevada
endogamia dentro de cada populagédo de O. glumaepatula. As estatisticas F,
(Wright, 1931) e R, (Slatkin, 1995), que fornecem uma medida da diversidade
genética entre populagdes naturais assumindo modelos diferentes de evolucao dos
locos SSR, foram de 0,847 e 0,901, respectivamente. Estas estimativas foram
congruentes, indicando, com base nesses valores, que a maior parte da
variabilidade genética esta contida entre populacdes (Tabela 3). Separadamente
para cada Bioma, a diversidade entre pqpulagﬁes foi menor no Bioma Pantanal (IEST
= 0,713) e maior no Bioma Cerrado (fsr = 0,868) (Tabela 5). O fluxo génico
(Nm) entre as populagdes, calculado com base nas estimativas de FA?ST (Tabela 4),
foi de 0,0268, ou seja, um migrante a cada 38 geracfes, indicando uma baixa
taxa de migracédo geral de polen, semente e plantas flutuantes.

Tabela 4. Estimativa das estatisticas F de Wright, de R, e do ndmero de migrantes
por geracdo (Nm) em 30 populacdes de Oryza glumaepatula. Intervalo de confianca de
95% de probabilidade.

Estimativa 0,794 0,968 0,847 0,901 0,0268
Superior 0,865 0,978 0,883

Inferior 0,679 0,958 0,805

F = indice de fixag&o intrapopulacional; F. = indice de endogamia total.

Tabela 5. Estimativa das estatisticas F de Wright e do nimero de migrantes por
geracdo (Nm), considerando as 30 populagfes de Oryza glumaepatula, separadas por
Bioma. Intervalo de confianga de 95% de probabilidade.

Amazonas 0,897 0,983 0,831 0,051
Pantanal 0,762 0,932 0,713 0,100
Cerrado 0,808 0,974 0,868 0,038

F = indice de fixac&o intrapopulacional; F, = indice de endogamia total.
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O dendrograma baseado no coeficiente de J & C, incluindo as 30 populac¢des
(Figura 4), reflete claramente a formacado de agrupamentos de acordo com o0s
locais de coleta. Um grupo é formado pelas populacdes da Regido Amazonica e
Cerrado (vereda intacta) e Aruana, e o outro com as populac¢des do Pantanal e
Cerrado (vereda represada). A analise de distancia genética indicou que a
populagdo 1 e 2 sdo as mais préoximas geneticamente (0,00) e as populagdes 23
e 28 sdo mais divergentes entre si (0,6905). Somente quatro populagcdes
pertencentes ao Bioma Cerrado (20, 21, 22 e 23), que ocupam areas
geogréficas vizinhas, formaram um grupo distinto.

| L T T T T T T T T T T T S |
L 4] s OiF EE

Fig. 4. Padrdo de divergéncia genética entre 30 populacdes de arroz silvestre, definido pelo
agrupamento UPGMA, obtida a partir do coeficiente de distancias genéticas de J & C.

Discussao

O conhecimento da distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro de
populacgées naturais de O. glumaepatula é essencial para a adocao de estratégias
visando a conservacao deste germoplasma em condi¢des ex situ e in situ e para
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seu uso potencial em cruzamentos interespecificos no programa de
melhoramento genético do arroz.

Os dez locos SSRs analisados apresentaram um elevado multialelismo, com uma
média de 10,3 alelos por loco génico. O valor médio do contetdo informativo
destes marcadores, medidos pelo PIC (Polymorphism Information Content), foi de
0,76, proximo ao PIC de 0,65 encontrado por Ishii et al. (2001), utilizando 24
locos SSR para genotipar cinco acessos de O. glumaepatula, e bem superior ao
estimado para populacdes O. glumaepatula com base em quatro locos
isoenzimaticos (0,21) (Buso et al., 1998).

Estudos de variabilidade genética de populag@es de O. glumaepatula conduzidos
até o momento utilizaram marcadores com menor contetido informativo, como
isoenzimas (Akimoto et al., 1998; Buso et al., 1998) e RAPDs (Buso et al.,
1998). Buso et al. (1998), estudando quatro populacdes silvestres de O.
glumaepatula do Brasil através de marcadores isoenzimaticos, verificou que a
heterozigosidade observada (H,) variou de 0,00 a 0,025 (média de 0,006) e a
heterozigosidade esperada (H,) variou de 0,00 a 0,21 (média de 0,062). De
acordo com Gottlieb (1981), a heterozigosidade observada (H,) de 0.00 a 0.008,
obtida por marcadores isoenzimaticos, sédo indicativas de espécies com habito
reprodutivo autégamo. No presente trabalho, a heterozigosidade observada (H,)
variou de 0,00 a 0,16, com uma média de 0,027, e foi bem menor do que a
heterozigosidade esperada (H,), que variou de 0,00 a 0,559, com uma média de
0,115. As estimativas de H, e H, obtidas por Buso et al. (1998) diferiram das
estimativas encontradas no presente trabalho, e o principal fator provavelmente foi
o tipo de marcador utilizado em cada trabalho. Marcadores isoenzimaticos,
utilizados por Buso et al. (1998), sdo muito menos informativos que marcadores
SSR, podendo subestimar o niumero e freqiiéncia de alelos de populagtes
silvestres e conduzir a estimativas de parametros populacionais menos precisas.
As estimativas obtidas com populagdes coletadas no Brasil sugerem que a espécie
O. glumaepatula tem habito reprodutivo preferencialmente autégamo. Estas
estimativas, calculadas separadamente por Bioma, apresentaram heterozigosidade
esperada (H,) mais elevada no Pantanal (0,257), indicando maior diversidade
génica entre estas populagdes. Os valores de heterozigosidade esperada (H,)
sempre foram maiores que os da heterozigosidade observada (H,) para os trés
Biomas separadamente, evidenciando um excesso de homozigotos e corroborando
estudos de diversidade genética realizados previamente com O. glumaepatula
(Buso et al., 1998; Endo & Morishima, 1983).
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As populagbes 22 e 23 apresentaram as maiores diversidades génicas (H,) e
taxas de cruzamento em relacéo as demais (Tabela 2). Estas populagfes foram
coletadas em areas de varzeas do Cerrado no Estado de Goias onde, em anos
anteriores, houve cultivo comercial de arroz irrigado com as cultivares Metica 1 e
Cica 8. A proximidade entre as areas de cultivo comercial e as populacfes
naturais pode ter sido a responsavel pode ter ocasionado o fluxo génico, e
consequentemente, aumentado a H..

Outro exemplo da interferéncia do homem na variabilidade genética de
populac@es de O. glumaepatula foi evidenciada pela diferenca entre o niumero de
alelos exclusivos encontrados nas populagdes de Itapirapud, quando agrupadas
em vereda represada (antropizadas) e vereda intacta. Foram identificados 29
alelos privados ou exclusivos na populagéo de vereda represada, comprovando-
se deste forma que esta area sofreu maior interferéncia humana que a vereda
intacta, onde foram identificados 14 alelos. Estes alelos privados ou exclusivos
surgem em populacdes onde o fluxo é restrito, desta forma, os resultados deste
trabalho sé@o congruentes com a condicao do local onde foram realizadas as
coletas, com maior ou menor nivel de antropizacao da regido de Cerrados.

Analisando os trés Biomas (Tabela 3), verifica-se que a taxa de cruzamento das
populag8es coletadas no Pantanal foi a mais alta (18,4%). Apesar da grande
possibilidade de ocorréncia de fluxo génico entre populag@es localizadas nas
bacias hidrogréaficas das Regi6es Amazonica e Pantanal, devido ao
desprendimento de plantas e flutuac&o destas entre os diversos rios, este
evento aparentemente ndo aumentou o fluxo génico. Contudo, deve-se
salientar que somente duas popula¢8es foram analisadas no Bioma Amazénia,
sendo esta amostragem restrita, quando comparada com as cinco populagdes
do Bioma Pantanal e 23 do Bioma Cerrrado, o que provavelmente contribuiu
para a obtencéo de diferentes taxas de fecundagao cruzada de 3,6%, 18,4% e
11,3%, respectivamente. Morishima & Oka (1970), estudando duas
populacdes de O. glumaepatula, encontraram a taxa de cruzamento variando de
20% a 50%. Buso et al. (1998) analisando quatro popula¢ctes da mesma
espécie coletadas na Amaz6nia e no Pantanal através de isoenzimas e
marcadores RAPD, obtiveram taxas de fecundacao cruzada variando de 0% a
6,0%.

Os elevados indices I-csr (0,847) e Rsr (0,901) obtidos indicam que a maior
parte da variabilidade genética existente esta contida entre as populagdes,
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corroborando todas as estimativas reportadas para espécies de habito
preferencialmente autégamo (Frankel et al., 1998). A medida que as populacées
tornam-se mais isoladas e o fluxo génico é reduzido, a deriva genética tende a
manifestar-se dentro delas pela fixagdo de diferentes alelos, resultando na perda
de variagao genética intrapopulacional e no aumento da divergéncia genética
entre elas.

Separadamente para cada Bioma, a diversidade entre populag6es foi menor no
Pantanal (/937 = 0,713) e maior no Cerrado (/937 = 0,868), indicando que estas
estdo sofrendo maior antropizagcao. A maior interferéncia do homem nas areas de
Cerrado, pela expanséo da agricultura e pecuaria, provavelmente é a principal
causa da maior diversidade entre as populacdes silvestres de O. glumaepatula,
uma vez que ocorre a subdivisdo delas, tornando-as altamente endogamicas. Nas
populagdes coletadas nas areas de varzeas do Cerrado, onde predomina o
isolamento geogréafico, a dispersdo de pélen e sementes fica comprometida,
limitando e mesmo impedindo o fluxo génico entre populagdes. O motivo de a
estimativa de /337 ter sido menor no Bioma Pantanal que no Bioma Cerrado pode
ser devido, provavelmente, a pequena distancia geogréafica entre as populacées
do Pantanal, permitindo o fluxo de genes ou individuos entre populagdes,
havendo maior compartilhamento de alelos. Esta diversidade entre populagdes
(F¢,;) € uma medida de endogamia devida a subdiviséo e portanto, estes
resultados, quando comparados para os trés diferentes Biomas, sao
concordantes com a geografia e localizagédo destas populacdes. As populacdes
do Bioma Amazbnia possuem uma diversidade intermediaria entre populagdes em
relacdo aos outros dois Biomas. Esta observacdo também se justifica pela
disposicdo do relevo, pois no Bioma Pantanal e Amazdnico estas populacfes
estdo localizadas em varzeas inundadas e leito de rios, e no Bioma Cerrado elas
encontram-se em vales represados e, portanto, com menor possibilidade de fluxo
génico.

O indice de endogamia total da espécie (/:',T) foi de 96,8% (Tabela 4), o que
explica os elevados desvios em relacdo as freqiiéncias de Hardy-Weinberg
pelo elevado numero de homozigotos encontrados. Os desvios previstos
nestes valores indicam a ocorréncia de associa¢des ndo casuais entre alelos
em locos génicos, constituindo o desequilibrio de ligagdo. Resultados
similares indicando uma elevada tendéncia de endogamia em popula¢cdes de
O. glumaepatula, ocorrendo na Regido Amazdnica e na Bacia do Rio Paraguai,
foram obtidos por Akimoto et al. (1998) e Buso et al. (1998). O indice F,
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guando separado por Bioma, foi menor para o Bioma Pantanal, sendo
concordante com o menor indice de diversidade entre as populacdes ali
observadas. Desse modo, de alguma forma, seja por semente, planta ou
polen, ha neste Bioma um maior fluxo génico, quando comparado com os
demais. E importante salientar que esta estimativa pode estar sofrendo desvio
por efeito de amostragem, pois s6 foram utilizadas duas populagdes para o
célculo destas estimativas.

A partir das estimativas dos pard@metros populacionais, foi observada uma alta
endogamia e relativamente baixa diversidade dentro de populagdes de O.
glumaepatula. Entretanto, a variagdo genética entre as populacdes esta
compensando a homogeneidade dentro delas. Sendo assim, a extingdo de
populacdes locais acarretaria grande perda da diversidade genética nesta
espécie. Na regido Amazonica, devido ao dificil acesso e as areas de
ocorréncia nao serem favoraveis a agropecuaria, ha muito menor risco de
devastacao das populacdes de O. glumaepatula. Contudo, nas regides de
Cerrado e Pantanal, este risco é iminente, devido a fragmentacgédo das areas,
resultantes da expansédo da fronteira agricola e pecuaria. Desse modo, sao
necessarias expedi¢des de coleta adicionais nas areas de maior risco para
identificar, coletar e preservar ex situ a variabilidade genética existente. Com
a continuidade deste trabalho, e baseando-se nos dados de diversidade
genética encontrados, poderdo ser indicadas areas de ocorréncia de O.
glumaepatula importantes para a preservacgéo da espécie e que também
possam ser utilizadas como fontes de genes de interesse agronémico para o
arroz. O efeito da incorporacao de segmentos de DNA de O. glumaepatula em
cultivares de arroz tem produzido linhagens mais produtivas (Xiao et al.,
1998; Brondani et al., 2002). Além disto, existe a possibilidade de serem
transferidos genes especificos de tolerancia a estresses bidticos. Foram
coletadas populagdes de O. glumaepatula desenvolvendo-se em locais com
elevadas concentracdes de aluminio (2,5 ppm), na Fazenda Cérrego Fundo, e
elevadas concentracdes de ferro (594 ppm), na Fazenda Santo Anténio. No
momento estdo sendo conduzidos estudos para a transferéncia de genes
relacionados a tolerancia a estresses de aluminio e ferro destas populac¢fes
para cultivares comerciais de arroz. A extingdo de populagdes de O.
glumaepatula, além de diminuir a diversidade da espécie, também acarretara a
perda de importantes genes que poderiam ser utilizados no programa de
melhoramento genético do arroz.
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