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Estudo genético da caracteristica espiguetas agrupadas em arroz
(Oryza sativa L.)

RESUMO

A caracteristica espiguetas agrupadas em arroz tem origem por
mutagdo natural e apresenta de duas a trés espiguetas agrupadas no
mesmo nd do raquis da panicula, enquanto que em variedades normais
encontra-se apenas uma espigueta. No Brasil, a primeira observacdo da
deste fendétipo foi na Epagri-EEI em Itajai, SC em 1996, permitindo a
obtengdo do acesso Multiespigueta, e também em Formoso do
Araguaia, TO em 2006, pela Embrapa-CNPAF obtendo-se o0 acesso
CNA 10928. Como é uma caracteristica pouco frequente em arroz,
estudos a cerca dos mecanismos genéticos, caracterizagdo molecular e
outras curiosidades ainda sdo pouco compreendidos. O objetivo deste
trabalho foi estudar: i) as bases genéticas envolvidas no controle da
caracteristica, ii) os efeitos deste fendtipo sobre caracteristicas
agrondmicas importantes, iii) verificar se os marcadores RM 6446 e RN
20330 caracterizam o fenétipo em descendentes de Multiespigueta
assim como foi verificado com popula¢des oriundas de CNA 10928, iv)
estudar o efeito de deriva de Glifosato sobre a expressdo do fendtipo em
questdo. A caracteristica espiguetas agrupadas em arroz € controlada
por um gene que sofre efeito de epistasia de um segundo gene, ambos
ligados em 30 cM com interagdo alélica de co-dominéncia. As melhores
produtividades foram obtidas com linhagens de paniculas do tipo 4
(espiguetas ndo agrupadas) seguidos do tipo 1 e 2 (agrupadas em
diferentes graus), respectivamente. A caracteristica espiguetas
agrupadas ndo contribuiu significativamente para a melhoria dos
componentes de rendimentos para as linhagens de arroz avaliadas. O
SSR RM 6446 ndo ¢ polimérfico para a caracteristica em estudo. Ja o
marcador RM 20330 caracterizou eficientemente linhagens de paniculas
agrupadas os quais apresentaram o alelo de 260 pb, e linhagens de
paniculas ndo agrupadas apresentaram o alelo 265 pb. Com os testes de
deriva de glifosato, foi possivel também, levantar a hipotese de que este
herbicida atue no sitio de atuacdo do hormonio citocinina, e que este,
por sua vez, controle a expressao da caracteristica espiguetas agrupadas.
Esta hipotese podera ser testada futuramente.



Genetic study of the characteristic clustered spikelets in rice
(Oryza sativa L.)

ABSTRACT

The phenotype clustered spikelets in rice is originated by natural
mutation and to show two to six clustered spikelets on the same node of
the rachis of the panicle, whereas in normal varieties is just one spikelet.
In Brazil that mutation was observed by Epagri-EEI in Itajai, SC,
allowing to obtain access Multiespigueta, and also in Formoso do
Araguaia, Tocantins, by Embrapa-CNPAF, named access CNA 10928.
Since it is a trait with low frequent in rice, studies about the genetic
mechanisms, molecular characterization and other related issues are still
poorly understood. Thus, the aims of this work were: i) to characterize
the genetic basis involved in the control of the trait, ii) to measure the
effects of this phenotype on important agronomic characteristics, iii) to
check if the markers RM 6446 and RM 20330 could be use to identify
the phenotype in descendants of Multiespigueta as well as segregating
populations deriving from CNA 10928, iv) to identify the effect of
glyfosate on the expression of parental distinct phenotypes. The
characteristic clustered spikelets in rice is controlled by a gene that
undergoes epistatic effect of a second gene, both linked at 30 cM, and
the allelic interaction is co-dominance. The highest yield was obtained
by lines with panicles type 4 (spikelets ungrouped) followed by lines of
types 1 and 2 (grouped in different degrees), respectively. The
characteristic spikelets clustered did not contribute significantly to the
improvement of the yield components for the evaluated rice lines. SSR
RM 6446 was not polymorphic for the trait under study. However,
marker RM 20330 characterized efficiently plants with clustered
panicles (260 bp allele versus not clustered panicles with 265 bp allele).
Through fumigation of glyphosate on normal plants, progeny exhibited
clustered spikelets. Thus, it is possible to hypothes ize that this herbicide
might acts at the site of action of the hormone cytokinin, and this, in
turn, control the expression of the characteristic spikelets clustered. This
hypothesis can be tested in the future.



Estudo genético da caracteristica espiguetas agrupadas em
arroz (Oryza sativa L.)

Introducéo

O arroz (Oryza sativa L.) é considerado um alimento base na
dieta alimentar de mais da metade da populagdo mundial sendo o
terceiro cereal mais produzido no mundo. Pode ser utilizado de diversas
formas, que vao desde alimentagdo humana direta (arroz integral, branco
ou parboilizado, arroz glutinoso, arroz aromatico); e indireta, como
arroz quebrado (sub-produto do beneficiamento, utilizado na inddstria
de barras de cereais), 6leo do gréo de arroz, grdos de arroz macerados
inseridos no malte de cevada para a producdo de cervejas; farelo de
arroz como alimentagdo animal (especialmente para suinos, aves e
peixes); producdo de etanol e energia elétrica (a combustdo da palha de
arroz é utilizada para a movimentacdo de turbinas termoelétricas), entre
outros.

O consumo per capita mundial de arroz, segundo a FAO, é de 58
kg/hab/ano, com uma demanda crescente nos ultimos seis decénios
(ICEPA, 2012). Os maiores consumos per capita estdo localizados na
China, Birmania e Indonésia, com uma média de 80 kg/hab/ano. Ja o
Brasil tem um consumo per capita em nivel intermediério, que oscila
entre 40 e 60 kg/hab/ano, enquanto os Estados Unidos, a Espanha e a
Franga se enquadram como de baixo consumo per capita, com menos de
10 kg/hab/ano (ICEPA, 2012).

Na safra 2011/12 o Brasil teve uma producdo de 11.453 mil
toneladas de arroz, sendo os Estados do Rio Grande do Sul e Santa
Catarina os maiores produtores, responsaveis por 67 % e 9,6 % da
producdo nacional, respectivamente (ICEPA, 2012).

Apesar da importancia econdmica do arroz e do potencial de
expansdo da cultura no pais, o Brasil ndo é auto-suficiente na sua
producdo, sendo que cerca de 1.000.000 toneladas de arroz tém sido
importadas anualmente. Isto representa cerca de 10% da producdo atual
brasileira, o que acentua a necessidade de tornar o pais auto-suficiente
na producdo de arroz.

O atual cenario da orizicultura nacional remete a necessidade de
incrementos em produtividade de arroz, principalmente devido ao
crescimento da populagdo mundial e ao fato de que existe restricdes



quanto a expansdo da area do sistema de produgdo orizicola, geralmente
fundamentada em impactos ambientais negativos.

Obviamente que o emprego de cultivares melhoradas é fator
decisivo e fundamental para 0 aumento da produtividade (e producéo),
melhoria da qualidade e dos aspectos agronémicos da cultura. Supor que
isso possa ser feito, sem o decisivo e continuo apoio do melhoramento
genético, € ignorar os fatores histdricos, que mostram claramente a
importancia fundamental desta ciéncia na agricultura dos ultimos 50
anos (BAENZIGER et al, 2006).

Arroz

O arroz pertence ao g@género Oryza L., familia Poaceae
(Gramineae). O género compreende cerca de 25 espécies, entre as quais
23 sdo silvestres e apenas duas sdo cultivadas: Oryza sativa L. e Oryza
glaberrima Steud (Tabela 1).

A domesticacdo das espécies silvestres de arroz comecgou
provavelmente ha 8.000 anos, sendo primeiramente cultivada no sudeste
da Asia, na india e na China (PEREIRA, 2002). Inicialmente, o arroz foi
cultivado em solo sem inundacdo. Foi na China que o processo de
alagamento do solo e transplantio de plantulas foi aperfeicoado, o que
tornou o arroz plenamente domesticado (KHUSH, 1997). Néao se sabe
ao certo onde se originou a espécie Oryza sativa, embora existam
evidéncias de que o seu centro de origem seja 0 sudeste asiatico, mais
precisamente a regifio que fica entre a India e Myanmar
(ANGLADETTE, 1969 e GRIST, 1978) onde a espécie silvestre Oryza
rufipogon, ancestral de O. sativa L., encontra-se em abundancia
(GONZALES, 1985). De acordo com trabalhos de Vavilov, o centro de
origem de O. sativa é a regido situada ao sudeste do Himalaia, apesar de
as regides de Madras, na india, e Orissa, nas Filipinas, poderem também
ser apontadas como centros primarios ou secundarios da espécie
(GALLLI, 1978). Contudo, Nova Guiné € reconhecida como tendo maior
diversidade do género Oryza (VAUGHAN et al., 2005; VAUGHAN et
al., 2007).

A partir da Asia, o arroz foi introduzido, na forma de cultivo
sequeiro, na Grécia em 324 a.C., e posteriormente, na Europa, onde
somente no século XV passou a ser cultivado em maior escala



(KHUSH, 1997). Foi no final do século XV que o arroz foi introduzido
na América Central e Sul. Alguns autores contam inclusive, que teria
sido Cristdvdo Colombo o primeiro a trazer algumas sementes de arroz
para 0 Novo Mundo (PEREIRA, 2002). Ha indicios que a acdo de
passaros também deve ter contribuido para a dispersdo da espécie no
Novo Mundo (VAUGHAN et al., 2005).

De acordo com o processo evolutivo e de domesticacdo a que se
submeteu a espécie O. sativa L. ao longo do tempo, foram surgindo
inimeros tipos geneticamente divergentes, os quais foram se adaptando
as mais variadas condicbes agroecoldgicas. Com base na distribuicdo
geografica, na morfologia da planta e do grdo, em 1928, esta espécie foi
dividida em duas principais subespécies, indica e japbnica.

O grupo indica (Hsien) é amplamente cultivado em regides
tropicais e sub-tropicais (MIRANDA FILHO e NASS, 2001,
WATANABE, 1997). Morfologicamente, caracteriza-se por possuir
colmos longos, alta capacidade de perfilhamento, folhas longas e
decumbentes e ciclo longo, grdos longos e finos, e mostra-se mais
adaptada ao sistema irrigado.

O grupo japdnica (Keng) é o grupo varietal mais largamente
cultivado nas zonas temperadas (Nordeste e leste da China, Japdo e
Coréia) (MIRANDA FILHO e NASS, 2001; WATANABE, 1997).
Caracteriza-se por apresentar colmos curtos e rigidos, pouca capacidade
de perfilhamento, folhas estreitas de cor verde escura, grdos curtos e
espessos, e ciclo curto.

De acordo com Zeng et al. (2007) Yunnan na China é o centro de
diferenciagdo genética entre as subespécies indica e japdnica.

Existe ainda um terceiro grupo chamado de javanica, que
segundo Pereira (2002), parece ter sido produto de selecdo efetivada no
grupo indica encontrado principalmente na Indonésia.



Tabela 1. Regido de origem, nimero de cromossomos e tipo de genoma das
espécies do género Oryza.

Espécie Regi&o de origem N° de Genoma
Cromossomos
Grupo Oyza sativa
O. sativa L. Asia 24 AA
0. barthii Africa 24 AA
O. glumaepatula América 24 AA
O. breviligulata Africa 24 AA
O. glaberrima Africa 24 AA
O. perennis Asia 24 AA
O. longistaminata Africa 24 AA
O. meridionalis Oceania 24 AA
O. nivara Asia 24 AA
O. rufipogon Asia 24 AA
Grupo Oryza officinalis
O. punctata Africa 48 BBCC
O. minuta Asia 48 BBCC
O. eichingeri Africa 24 CC
0. officinalis Asia 24 cc
O. rhizomatis Asia 24 cc
0. alta América 48 CCDD
O. glandiglumis América 48 CCDD
O. latifolia América 48 CCDD
O. australiensis Oceania 24 EE
0. brachyantha Africa 24 FF
Grupo Oryza granulata
O. granulata Asia 24 GG
0. meyeriana Asia 24 GG
Grupo Oryza ridleyi
O. longiglumis Asia 48 HHJJ
O. ridleyi Asia 48 HHJJ
O. schlechteri* Asia * *

*Genoma desconhecido. ]
Fonte: VAUGHAN e MORISHIM A (2003); GONZALES (1985)



Genoma do arroz

O arroz é considerado a espécie modelo para estudos em
monocotiledéneas, em paralelo com arabidopsis para dicotileddneas, por
ser uma espécie dipldéide com o genoma relativamente pequeno (430
Mpb). O genoma de arroz € o menor entre as gramineas de grande
importancia econémica, como o sorgo, milho, aveia, cevada e trigo
(ARUMUNAGATHAN & EARLE, 1991), tornando-se referéncia para
mapeamento comparativo em gramineas pela elevada sintenia gendmica
com outras monocotiledéneas (MOORE et at., 1995). O arroz foi a
primeira espécie vegetal de importancia agricola a ter o genoma
inteiramente sequienciado, com um ndmero estimado de 46 a 56 mil
genes para a subespécie indica, e de 32 a 50 mil genes para a subespécie
japonica (GOFF et al., 2002; YU et al., 2002).

O genoma do arroz apresenta blocos ordenados de genes
conservados em relacdo as outras gramineas (MOOR et al., 1995), o que
significa que a informacdo sobre o controle genético de uma
caracteristica de arroz pode ser relevante para o controle genético de
uma caracteristica similar em alguma outra graminea. E esperado que a
gendbmica funcional de plantas modelo, como o arroz, possa contribuir
para o entendimento da base bioldgica, bem como da exploracdo da
informacdo gendmica para o desenvolvimento das culturas (XU, 2005).
As informacles geradas no genoma do arroz podem ser acessadas em
bancos de dados conservados e disponibilizados por diferentes paises,
garantindo avancos significativos na pesquisa genética da espécie.

O estudo revelou que 42,2% do genoma indica é formado por
sequéncias repetidas, sendo a sequéncia GC mais frequente. Os autores
detectaram ainda que 49,4% do genoma do arroz indica é homologo a
Arabidopsis thaliana. O sequenciamento do genoma da subespécie
japonica revelou a existéncia de alta homologia com outros cereais
(GOFF et al., 2002).

Melhoramento genético de arroz
Historicamente, o melhoramento genético de arroz é dividido

em duas fases, anterior e posterior & Revolucdo Verde. Anterior a
década de 60, quando aconteceu a Revolugdo Verde, o cultivo era feito



com cultivares de tipo Tradicional de arroz. Estas sdo mais adaptadas
ao sistema de sequeiro e caracterizam-se por apresentar ciclo vegetativo
menor, pouca capacidade de perfilhamento, raizes longas e espessas,
paniculas longas, resistentes ao degrane, gréos longos e espessos, folhas
e glumas glabras.

Na década de 60 surgiu o conceito de variedade moderna de
arroz, ou seja, variedades contrastantes agronomicamente com relacéo
as tradicionais. As principais caracteristicas que diferem as variedades
modernas  das tradicionais sdo: porte baixo, alto potencial em
perfilhamento, folhas largas e eretas, raizes em maior nimero e mais
finas, ciclo longo, paniculas longas e grdos longos e finos,
caracteristicas estas que representaram grande avango em produtividade.
A primeira cultivar moderna foi langada pelo IRRI, chamada de IR-8,
uma cultivar semi-and, a qual elevou abruptamente a produtividade
(RANGEL et al., 1996). Por esta razdo, foi extensivamente utilizada
como genitor em programas de melhoramento no mundo todo, dando
origem a outras cultivares de arroz de tipo moderno.

Este cenario causou grande impacto positivo, porém ao mesmo
tempo contribuiu para o estreitamento da base genética de arroz em
cultivo, condicdo que pode levar a vulnerabilidade genética. Além disso,
a estreita base genética é tradicionalmente apontada como sendo a
principal razdo para a estagnacdo dos ganhos genéticos nos programas
de melhoramento de arroz no Brasil e no mundo (RANGEL et al., 1996;
RANGEL et al., 2006; VIEIRA, 2007).

Alguns autores apontam que as estimativas de ganho de
produtividade em arroz podem ser consideradas baixas, entre 1,3% ao
ano (SOARES et al., 1994; BRESEGHELLO et al., 1999; ATROCH e
NUNES, 2000). Para o Rio Grande do Sul, Lopes et al. (2005)
estimaram ganhos de 0,8% ao ano, tendo como referéncia o periodo de
1979 — 2004, e Moura Neto et al. (2009, 2011) falam em 0,94% a 2,2%
ao ano no periodo de 1979 — 2010. Marschalek et al. (2013) ressaltam
gue em Santa Catarina o incremento em produtividade foi de 2,25% para
0 periodo de 1957 até 2013. Uma das justificativas para o baixo ganho
genético em produtividade se deve ao fato de que as linhagens que sao
avaliadas nos ensaios finais tém a base genética muito semelhante a das
cultivares recomendadas (BRESEGHELLDO et al., 1999).

Para Breseghello et al. (1999) um componente do
melhoramento de que o pesquisador ndo deve descuidar-se é a base
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genética das linhagens que estdo sendo produzidas pelo seu programa,
sendo que, a semelhanca genética entre cultivares de qualquer cultura é
um fator de risco em relagdo aos estresses bhidticos, principalmente
doencas.

Melhoramento genético de arroz em Santa Catarina

Santa Catarina (95.346,181 km?) é um Estado eminentemente
agricola que, embora ocupe apenas 1,12% do territorio nacional, dos
quais apenas 12% séo agricultaveis, contribui com 9,6% da produgdo
orizicola brasileira (ICEPA, 2012).

O arroz irrigado em Santa Catarina é cultivado em
aproximadamente 149 mil hectares (ICEPA, 2012), distribuidos em
mais de doze mil propriedades rurais envolvendo oito mil produtores, na
faixa litoranea Norte e Sul, e no Vale do Itajai.

O sistema de cultivo catarinense preponderante é o irrigado com
sementes pré-germinadas, que absorve 83% da area de arroz do Estado.
O pré germinado foi introduzido pelos imigrantes italianos no Vale do
Itajai, no comeco do século XX. Prosperou, provavelmente, em
decorréncia do proprio ambiente da regido, caracterizado pela
predominancia de solos argilosos mal drenados e pela inexisténcia de
uma estacdo seca, 0 que dificultava o preparo convencional do solo
(EPAGRI, 2002).

Até 1985 Santa Catarina importava sementes de arroz de Sdo
Paulo e do Rio Grande de Sul. Apds 1985, o Estado tornou-se
exportador de sementes deste cereal, exportando sementes para 0S
estados do Rio Grande do Sul, Parand, Minas Gerais, Rio de Janeiro,
Sé&o Paulo, Mato Grosso, além de outros paises da América Latina como
Argentina e Bolivia (MARSCHALEK et al., 2008). Isso se deve em
grande parte ao trabalho de melhoramento genético com o
desenvolvimento de cultivares de arroz com desempenho agrondmico
superior as cultivares plantadas na época (MARSCHALEK et al., 2013)

Em Santa Catarina, o trabalho de pesquisa e melhoramento
genético do arroz é desenvolvido pela Epagri (Empresa de Pesquisa
Agropecuédria e Extensdo Rural de Santa Catarina) na Estagdo
Experimental de Itajai (EEI).

A Epagri-EEI ja langcou 20 cultivares de arroz irrigado, todas
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pertencentes a subespécie indica (Tabela 2). Entre estas, 12 so oriundas
de introducdo de linhagens, provenientes do Centro Internacional de
Agricultura Tropical (CIAT), International Rice Research Institute
(IRRI), Instituto Agronémico de Campinas (IAC), Instituto Rio
Grandense do Arroz (Irga) e Centro Nacional de Pesquisa em Arroz e
Feijao (Embrapa-CNPAF); cinco sdo descendentes de hibridacdo
controlada feita na Epagri-EElI; uma de selecdo recorrente
(intercruzamento de 10 variedades de arroz), e duas oriundas de
mutacdo induzida. Até 1990 predominava na Epagri-EEI a utilizacdo de
introducdo de linhagens para obtencdo de cultivares. Atualmente, a
hibridagdo controlada e a mutacdo induzida sdo as ferramentas mais
utilizadas no desenvolvimento de novas cultivares, sendo que a
hibridacdo é responséavel por 80% das linhagens geradas (VIEIRA, et
al., 2007).

Tabela 2. Cultivares de arroz irrigado desenvolvidas e langadas pela Epagri.

Cultivar Ano de Método de obtengéo
lancamento

Empasc 100 1980 Introducéo
Empasc 101 1980 Introdugéo
Empasc 102 1980 Introducéo
Empasc 103 1981 Introducéo
Empasc 104 1985 Introdugdo
Empasc 105 1987 Introdugédo
Epagri 106 1992 Introdugéo
Epagri 107 1994 Introducéo
Epagri 108 1995 Introducéo
Epagri 109 1996 Introducéo
SCSBRS 111 2000 Introdugéo
SCs 112 2000 Hibridagdo
SCSBRS Tio Taka 2002 Selecdo Recorrente
SCS 114 Andosan 2005 Mutagdo induzida
SCS115CL 2007 Hibridagdo
SCS 116 Satoru 2009 Hibridagdo
SCS117CL 2011 Hibridacéo
SCS118 Marques 2013 Mutagdo induzida
SCS119 Rubi 2013 Introducéo
SCS120 Onix 2013 Hibridacéo

O melhoramento genético para a cultura do arroz em Santa
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Catarina foi e ainda é uma ciéncia crucial ao sucesso de toda a cadeia
produtiva. No entanto, atualmente, depara-se com indices de ganho em
produtividade pequenos e constantes, 0 que € um cenario preocupante,
haja vista a crescente demanda por este alimento.

Na busca por maiores avancos em produtividade e qualidade, os
melhoristas buscam fontes para tolerancia a estresses bidticos e
abioticos, fontes para aumentar a qualidade de grédos e caracteristicas
outras que contribuam principalmente com os componentes de
rendimento (panicula por planta, grdos por panicula, tamanho de
panicula). Segundo Vaughan et al. (2007), o futuro do melhoramento de
plantas sera a continuidade em mudancas na arquitetura, metabolismo e
fisiologia das plantas cultivadas.

Nesse sentido, € necesséario um esforgo maior para que as novas
variedades criadas possam agregar caracteres de interesse agronémico a
uma base genética menos restrita.

A variabilidade genética almejada no melhoramento genético esta
disponivel nos bancos de germoplasma e em alelos originados por
mutacdo. A mutacdo é a Unica forma de criar variabilidade genética,
constituindo-se por isso no combustivel basico para a selecdo natural e
sua forca evolutiva. A mutacdo é uma ferramenta vital para evolucédo das
espécies e também para trabalhos de melhoramento genético, tendo em
vista a grande demanda futura por alimento decorrente do aumento
populacional.

Mutacdo e a Estrutura floral do arroz

A mutacdo é um dos fatores evolutivos capaz de criar
variabilidade genética. E definida como alteragdes herdaveis na
sequencia de nucleotideos ou na estrutura e nimero de Cromossomos.
Pode ser causada por erros de replicacdo do DNA ou alteragdes por
delecdo, duplicacdo ou rearranjos causados por virus, transposons, acdo
enzimatica ou processos fisicos e quimicos (FUTUYMA, 2013). A
mutacgdo ocorre espontaneamente e pode também ser induzida através de
agentes mutagénicos fisicos e quimicos (MONTALVAN, 1999).

A frequéncia da mutacdo natural € muito baixa, sendo estimado
que ela ocorra em cada loco génico a cada milhdo de gametas, ou seja,
numa freqiiéncia de 1:10°. Deve-se salientar que a mutacéo, induzida ou
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natural, ocorre de forma aleatéria e, na maioria das vezes da-se o
surgimento de alelos deletérios em altas taxas, o que resulta em
individuos geralmente menos vigorosos. No entanto, vale enfatizar as
mutacfes em genes relacionados com caracteristicas agrondémicas
importantes que facilitaram o processo de domesticacdo das espécies
cultivadas. No caso do arroz, um bom exemplo é a mutacdo em apenas
um par de bases no DNA que causou a mudanca em um aminoacido,
resultando na reducgdo do degrane natural nesta espécie (LI et al., 2006;
KONISHI, et al., 2006).

A estrutura floral do arroz é do tipo inflorescéncia, com flores
perfeitas (hermafrodita), sendo autégama quanto ao modo de reproducéo
(autopoliniza-se) (COFFMANN e HERRERA, 1980). Sem duvida,
eventuais alteragfes na estrutura floral do arroz poderiam trazer
respostas diretas ao incremento em produtividade. Alteracdes desse tipo
seriam através de mutacéo.

Muitas das alteracfes nas estruturas florais das plantas sdo
decorrentes de mutagBes homeoticas, que ocorrem espontaneamente
(FOSKET, 1994; ZHENG, et al., 2003). As duas plantas tidas como
modelo para esse tipo de estudo sdo as espécies Arabdopsis thaliana e
Antirrhinum majus.

Os genes homeoéticos codificam fatores de transcricdo que
determinam tecidos e 0Orgdos vegetativos e reprodutivos (FOSKET,
1994). Esses genes impdem o programa para determinar a diferenciacdo
Unica de cada segmento. Parte deles atuam produzindo fatores de
transcricdo, que ativardo outros genes homedticos, e, dessa forma, pode
haver uma série de consequéncias fenotipicas provocadas por uma
mutagdo em alguns destes genes.

Em arroz muitos genes que controlam a estrutura floral ja foram
clonados. No entanto, poucos trabalhos tratam destes genes como
mutantes homeotticos (ZHENG, et al., 2003). Um exemplo de mutagéo
na inflorescéncia do arroz é a caracteristica espiguetas agrupadas.

Caracteristicaespiguetas agrupadas
A caracteristica espiguetas agrupadas foi inédita e originalmente

relatada no Brasil pelo Dr. Satoru Yokoyama (in Memoriam)
pesquisador da Epagri-EEI, em 1997. Esta caracteristica € oriunda de
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mutacdo natural ocorrida em um Unico perfilho de uma planta do acesso
“Amaghad” (YOKOYAMA et al, 1999). As plantas com esta
caracteristica possuem a estrutura da inflorescéncia alterada,
caracterizando-se por apresentar 2 a 5 espiguetas agrupadas em cada no
do raquis, enquanto plantas normais tem somente uma espigueta. Isso
altera consideravelmente um dos componentes de rendimento (ndmero
de grdos por panicula) e pode assim significar uma possibilidade real de
aumento da produtividade no arroz.

Sementes deste perfilho Amaghad foram colhidos e cultivados na
safra seguinte, o que resultou em uma populagcdo de aproximadamente
70 plantas completamente estabilizadas geneticamente com paniculas
cujas espiguetas foram bastante agrupadas (Figura 1). Este acesso foi
nomeado a partir de entdo como Multiespigueta.

Além de possuir a caracteristica espiguetas agrupadas, o
Multiespigueta é caracterizado como planta de tipo tradicional, com
algumas caracteristicas importantes ao melhoramento como alta
capacidade de perfilhamento e colmos espessos. No entanto, também
apresenta caracteristicas indesejaveis como estatura de planta muito
elevada (163 cm), gréos de pericarpo vermelho, gréos curtos e espessos,
suscetibilidade a brusone e ciclo extremamente longo (VIEIRA, 2007).

Figura 1. Caracteristica espiguetas agrupadas em panicula do acesso
Multiespigueta.
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Em 2006, a caracteristica também foi verificada no municipio de
Formoso do Araguaia, Tocantins, pela Embrapa-CNPAF, e foi
denominada de CNA 10928 (DURAO, 2008). Este acesso possui as
espiguetas agrupadas no mesmo né do raquis assim como O acesso
Multiespigueta da Epagri. No entanto, morfologicamente, caracteriza-se
por ser uma planta de tipo moderno. Segundo Durdo (2008), a CNA
10928 pertence a sub-espécie indica.

Existem evidéncias de que a caracteristica espiguetas agrupadas €
governada por poucos genes e de que a interagdo alélica é de
dominancia ou co-dominancia (YOKOYAMA et al., 1999; DURAO,
2008). No trabalho de Durdo (2008), a caracteristica foi localizada na
regiao flanqueada pelo locos RM6446 e RM20330 no cromaossomo 6.

Além do Brasil, esta caracteristica também foi encontrada na
China e no Estados Unidos (ZHENG et al., 2003) e em ambos 0s casos,
a caracteristica também foi localizada no cromossomo 6.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Estudar as bases genéticas da caracteristica espiguetas agrupadas
em arroz (Oryza sativa L.).

Objetivos especificos

v Estimar o nimero de genes e possiveis interacGes alélicas
envolvidas com a caracteristica espiguetas agrupadas;

v' Avaliar o efeito da caracteristica espiguetas agrupadas no
rendimento de grdos e nos componentes de rendimentos em
linhas endogémicas recombinantes;

v/ Testar 0os marcadores SSR RM6446 e RM20330 para
caracterizar o fenotipo espiguetas agrupadas em arroz.

v' Avaliar o efeito de deriva de glifosato como indutor da
caracteristica espiguetas agrupadas em arroz.
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CAPITULO |
Andlise genética da caracteristica espiguetas agrupadas em arroz

RESUMO - A caracteristica espiguetas agrupadas em arroz (Oryza
sativa L.) apresenta de duas a seis espiguetas agrupadas no mesmo no
do raquis da panicula, enquanto que uma panicula normal tem apenas
uma espigueta. Os mecanismos genéticos que controlam a expresséo da
caracteristica ainda ndo sdo bem conhecidos. O objetivo do presente
trabalho foi estimar o nimero de genes e a acdo génica, bem como as
possiveis interacdes alélicas envolvidas com a caracteristica espiguetas
agrupadas em arroz. Os dados foram obtidos a partir das geragdes Fi, F,
e F;RC, oriundas de dois cruzamentos: SC 339 com Multiespigueta, e,
SCSBRS TioTaka com Multiespigueta, e os reciprocos. O trabalho foi
desenvolvido na Epagri — Estacdo Experimental de ltajai, Itajai, SC. A
comprovacdo de hipoteses foi baseada no teste de qui-quadrado. Os
resultados mostram que a caracteristica espiguetas agrupadas ¢é
qualitativa, sendo que o gene da mutacéo sofre efeito de epistasia de um
segundo gene, ambos ligados em repulsdo por 30 cM, e a interagdo
alélica é de co-dominancia.

ABSTRACT - The clustered spikelets trait has two to six spikelets
clustered under the same node of the rachis, whereas simple panicle has
only one spikelets. The genetic mechanisms that control the expression
of the trait are not yetwell known. The aim of this study was to estimate
the number of genes and gene action, as well as the possible allelic
interactions involved with the characteristic clustered spikelets into rice
(Oryza sativa L.). The results were obtained from Fy;, F, e F;RC;
generations, from two crossing: SC 339 x Multiespigueta and SCSBRS
TioTaka x Multiespigueta, including reciprocal crosses. The work was
developed in Epagri - Experimental Station of Itajai, Itajai, SC, Brazil.
The hypotheses were confirmed by the chi-square. The results show that
the characteristic clustered spikelets is qualitative, and the gene mutation
suffer epistatic effect of a second gene, both linked in repulsion by 30
cM, and the allelic interaction is co-dominance.
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INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) é uma das espécies agricolas de
grande importancia social e econdmica ndo apenas para o Brasil, mas
também em nivel mundial. No Brasil, os Estados do Rio Grande do Sul
e Santa Catarina sdo responsaveis por mais da metade da producdo
nacional, sendo referéncia também em produtividade. Em Santa
Catarina, por exemplo, em 1970 a produtividade era de 2,0 t/ha, e
atualmente a média estadual é de aproximadamente 7,0 t/ha, sendo que
em algumas regifes do Alto Vale do Rio Itajai a produtividade chega a
12 t/ha (MARSCHALEK et al., 2008). No entanto, a produtividade de
arroz em Santa Catarina esta estagnada desde 2003 com 7,0 /ha (Figura
2). Para os avangos em produtividade de arroz foram e s&o
determinantes as atividades de melhoramento genético com o
desenvolvimento de cultivares superiores.

—+—Brasil

71 —M—Santa Catarina

| —&—Rio Grande do Sul

Produtividade (t/ha)
o

1570 1975 1980 1585 1590 1555 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

Anos

Figura 2. Evolucdo da produtividade de arroz em Santa Catarina, Rio
Grande do Sul e Brasil, de 1970a 2012.
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A produtividade é uma caracteristica bastante influenciada por
outros fendétipos, os quais sdo denominados de componentes do
rendimento, sendo eles: esterilidade, paniculas por planta, tamanho de
panicula, grdos por panicula e peso de mil graos. O nimero de gréos por
panicula é uma caracteristica vital para produtividade de arroz, sendo de
heranca quantitativa, tem alta herdabilidade (85,6%), e sofre alteragdes
ambientais e epistaticas (LIU et al., 2011; HUANG et al., 2009).

A esterilidade e 0 peso de mil grdos sdo caracteristicas ja bem
estabelecidas nas cultivares melhoradas. Em cultivares de arroz irrigado
para o sistema pré-germinado por exemplo, as cultivares possuem
esterilidade natural proximo a 15% e o peso de mil gréos variando de 26
a 32 g. O tamanho de panicula das cultivares atualmente plantadas sédo
consideradas interessantes variando de 20 a 25 cm (VIEIRA, 2007).

As caracteristicas niumero de paniculas por planta e gréos por
panicula sdo promissoras ao melhoramento genético. Existem ideotipos
de plantas que o melhoramento genético muitas vezes se baseia. Até a
Revolugdo Verde a cultura do arroz plantava cultivares de tipo
tradicional, e a partir deste periodo, os orizicultores foram agraciados
com o tipo moderno com cultivares de estatura menor e maior ndmero
de paniculas por planta (Figura 3). Ainda busca-se o tipo futuro com
menos paniculas por planta mas, paniculas com maior nimero de gréos.
No entanto, vale ressaltar, para que a planta tenha capacidade de atribui
grandes paniculas e portanto, com muito mais gréos, é importante altas
taxas fotossintéticas para que a planta possa ter energia para desenvolver
este novo perfil de planta e encher todos os grdos, sendo necessario para
isso muito mais &rea foliar do que apresenta a ilustragdo da figura 3.

Na busca pelo tipo futuro, muitos programas de melhoramento
genético trabalham com a caracteristica panicula compacta a qual agrega
muitos graos por panicula. No entanto, até entdo, ndo se conseguiu
nenhum avango quanto ao desenvolvimento de cultivares de grande
volume em produtividade com esta caracteristica.

Existem muitos QTLs que estdo envolvidos no ndmero de
grdos por panicula, entre os quais 0 GN1 que codifica a citocinina
oxidase e, portanto, o teor enddgeno de citocinina; OsSPL14 que
promove maior numero de ramificacbes e DEP1 que aumenta 0 nimero
de grdos por panicula e reduz o comprimento do interno da
inflorescéncia (HUANG et al., 2009).
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Tradicional Moderno Ifutufd

Fonte: Khush, 1995.

Figura 3. Tipos de cultivares de arroz.

Em 1997, foi descoberto na Epagri-EEI, Itajai, SC, a
caracteristica espiguetas agrupadas em arroz, no acesso Multiespigueta
(YOKOYAMA, 1997). Em 2006, esta mesma caracteristica também foi
evidenciada em Formoso do Araguaia, TO, pela Embrapa-CNP AF, com
0 acesso CNA 10928 (DURAO, 2008). Além do Brasil, a caracteristica
também foi observada na China (ZHENG, et al., 2003).

A caracteristica espiguetas agrupadas apresenta gréos agrupados
no mesmo nod do raquis da panicula enquanto uma variedade normal tem
apenas uma espigueta. Desta forma, a caracteristica pode contribuir com
0 aumento de grdos por panicula, € com isso, promover maior
rendimento. Para que o melhoramento genético possa explorar de
maneira eficiente esta caracteristica, é indispensavel o conhecimento
sobre 0s mecanismos genéticos envolvidos, 0s quais Sdo0 pouco
conhecidos nacaracteristica em questao.
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O objetivo deste trabalho foi estimar o nimero de genes e as
possiveis interagbes alélicas envolvidas com a caracteristica espiguetas
agrupadas em arroz.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido na Epagri — Estacdo Experimental de
Itajai, Itajai, SC. Foram desenvolvidas e avaliadas trés geracoes (Fy, F» e
FiRC,) oriundas de dois cruzamentos: SC 339 x Multiespigueta e
SCSBRS TioTaka x Multiespigueta, contando também com os
respectivos reciprocos.

A cultivar SCSBRS TioTaka e a linhagem SC 339 séo de tipo
moderno, com bom perfilhamento, grdos longo fino de pericarpo
branco, ambas com altura média ideal (99 e 100 cm, respectivamente),
ciclo longo (141 dias e 136 dias até a maturagdo, respectivamente) e
paniculas de tipo normal. O acesso Multiespigueta é uma planta de tipo
tradicional, possui excelente perfilhamento, grdos curtos de pericarpo
vermelho, altura média de 163 cm, ciclo super longo (188 dias até a
floracdo) e com paniculas do tipo espiguetas agrupadas (Figuras 4 e 5).

Os cruzamentos foram realizados na safra 2008/09. Como o arroz
possui flores perfeitas (hermafrodita), sendo autdgama quanto ao modo
de reproducdo (autopoliniza-se) (COFFMANN & HERRERA, 1980), os
cruzamentos foram realizados iniciando com a emasculacdo das flores
seguindo com a poliniza¢do. A emasculacdo consistiu em retirar 0s
estames das espiguetas no estddio anterior a antese. Isso é feito
cortando-se a espigueta no seu terco superior e com auxilio de um
sistema de vacuo produzido por moto-bomba, os estames foram
aspirados através de uma agulha hipodérmica acoplada a uma
mangueira. A polinizagdo consistiu em promover o contato de grdos de
polen da antera com o estigma, sendo para isso, necessario que as flores
estivessem abertas para liberar o poélen (VIEIRA et al., 2007). A
abertura das flores do arroz, em condicbes naturais, pode durar até 2h
por dia (COFFMANN & HERRERA, 1980), e ocorre entre 11h e 14h
sob condicdes de temperaturas ideais (25°C — 30°C). O pdlen é liberado
no momento da antese e mantém-se viavel por cinco minutos apds sua
liberacdo, ao passo que o estigma se mantém fértil por até cinco dias
(COFFMANN & HERRERA, 1980).
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No momento de abertura das flores, as paniculas emasculadas
foram colocadas proximas ao genitor masculino, onde se movimentou
cuidadosamente as paniculas deste sobre as paniculas do genitor
feminino a fim de promover a polinizagdo. As sementes obtidas foram
coletadas 30 dias apds a polinizacdo e armazenadas em camara fria até a
préxima safra para avaliacdo da geracdo F;.

Na safra 2009/10 as sementes F; foram plantadas em caixas de
madeira com solo e no estadio de 3 a 4 folhas as plantulas obtidas foram
transplantadas manualmente na lavoura. O sistema de cultivo foi de
acordo com a tecnologia preconizada pela Epagri (EBERHARDT et al.,
2012).

Com o F; de Multiespigueta x SC 339 foi constituida uma
populagdo F;RC,, sendo a linhagem SC 339 o genitor recorrente. Na
geragcdo F; as plantas foram colhidas na forma de bulk, as quais
formaram a geragdo F, na safra 2010/11, onde também foi plantado o
F1RCy, sendo as plantas colhidas individualmente. O sistema de cultivo
das geracdes F, e F1RC, foi 0 mesmo adotado para a F.

Juntamente com as familias segregantes foram plantadas quatro
testemunhas: SCSBRS TioTaka, SC 339, CNA 10928 e Multiespigueta.

Também foi avaliada a estabilidade genética de populacbes Fb5,
F6 e F7 dos respectivos cruzamentos.

Como ndo existem informacdes suficientes na literatura a respeito
dos detalhes da caracteristica espiguetas agrupadas, a fenotipagem das
plantas foi feita com base em uma escala de descritores que varia de 1 a
4 (Tabela 3 e Figura 6).

Figura 4. Genitores utilizados para obtencdo de populacGes segregantes.
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SCSBRS TioTaka

Figura 5. Panicula dos genitores SCSBRS TioTaka, SC 339 e
Multiespigueta.

Tabela 3. Descritores para caracteristica espiguetas agrupadas em arroz
(MARSCHA LEK e VIEIRA, dados nédo publicados).

Nota Fenotipo

1  Panicula com 95-100% das espiguetas agrupadas

2 Ramificacfes da panicula com 3 grdos agrupados no apice,
seguidos de 3 ou 4 grdos simples e novamente 3 gréos
agrupados

3 RamificagBes da panicula com apenas 2 grdos agrupados no
apice

4 Panicula sem agrupamento das espiguetas (simples)
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p 122

Figura 6. Descritores para caracteristica espiguetas agrupadas.

Foi estimado o nimero de genes e possiveis interacdes alélicas a
partir do teste de escala em conjunto, comparando as médias observadas
com as esperadas pelo teste de qui-quadrado a partir das geracoes Fi,
F1RC; e F,. Para isso foram testadas duas hipoteses:

1. Mutacédo controlada por apenas um gene;

2. Mutacédo controlada por dois genes.

Para comprovacdo da possivel hipotese, linhagens F,
estabilizadas geneticamente para diferentes graus de agrupamento da
espigueta, foram cruzadas na forma de um dialelo parcial e avaliados de
acordo com o0 modelo 4 de Griffing (1956).

Os cruzamentos dialélicos foram realizados na safra 2009/10,
cujas sementes formaram a geracdo F1 na safra seguinte. Sementes das
plantas F1 foram colhidas na forma de bulk, cujas sementes formaram a
geracdo F2 na safra 2011/12. As parcelas F2 foram formadas de 223 a
434 plantas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas quatro populaces F; (Tabela 4) todas as plantas de todos
0s cruzamentos apresentaram paniculas com fenétipo intermediéario aos
genitores, com paniculas tipo 3 e expressividade variavel na panicula
mas ndo entre plantas.
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Todas as plantas F; floresceram com 209 dias desde a semeadura,
tiveram elevada estatura e gréos curtos e vermelhos, semelhantes ao
genitor Multiespigueta (Figura 7).

Tabkela 4. Caracteristicas fenotipicas de populagdes F; oriundas dos
cruzamentos entre Multiespigueta x SC 339 e Multiespigueta x SCSBRS

TioTaka, e seus reciprocos.

Cruzamento N° de Altura Tipo de Cor Forma
plantas  (cm)!  Panicula® endosper do grdo
ma
SC 339 xMFE’ 24 138 3 Vermelho Curto
ME x SC 339 8 140 3 Vermelho Curto
SCSBRS TioTaka xME 65 152 3 Vermelho Curto
ME x SCSBRS Tio Taka 50 160 3 Vermelho Curto
Genitores
Multiespigueta 163 1 Vermelho Curto
SC 339 100 4 Branco Longo
SCSBRS TioTaka 99 4 Branco Longo

T Média de todas as plantas; * De acordo com a tabela 3 e figura 6. ° ME =

Multiespigueta.

Figura 7. Fendtipo das plantas F;.
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Como ndo houve diferenca na expressdo da caracteristica nos
diferentes cruzamentos, principalmente nos reciprocos, fica evidente que
0 caracter em estudo ndo é controlado por heranca materna e nem
mesmo € influenciado pelos diferentes genitores. Esta inferéncia foi
baseada no fato de que independente de quem é o genitor masculino ou
feminino, o fenétipo da F; resultante sempre foi 0 mesmo, e portanto,
tratando-se de gene (s) nuclear (es).

Na populacdo F;RC;, como era esperado, houve segregacdo para
distintos fenotipos do carater, no entanto, ndo houve a presenca de
plantas com panicula tipo 1. Do total de 73 plantas, 33 apresentaram
paniculas tipo 4 (simples), 28 paniculas tipo 3 e 12 do tipo 2.

O tamanho das populagdes F, variou de 156 a 248 plantas (Tabela
5), e foi observado a frequéncia de 4/16 para paniculas tipo 4, 6/16 para
tipo 3, 5/16 para o tipo 2, e 1/16 para o tipo 1. O padrdo de segregacao
foi 0 mesmo para os cruzamentos reciprocos e também para os
cruzamentos envolvendo diferentes genitores (SC 339 e SCSBRS
TioTaka). A consisténcia da segregacdo esta no fato de que nao houve
desvios significativos entre as propor¢des dos distintos fenotipos
mutantes obtidas de cruzamentos e seus reciprocos. Portanto, como
verificado na geracdo F;, os dados da F, também indicam que ndo ha
efeito materno no controle da caracteristica em questéo.

Parte das plantas F, foram colhidas com 170 dias desde a
semeadura, e outra parte colhida com 254 dias. A maioria das plantas
colhidas com 170 dias tiveram paniculas do tipo 4 (aproximadamente
90%) e tipo 3. Daquelas colhidas com 254 dias, 95% das plantas tinham
panicula tipo 1 e 2, com poucas plantas do tipo 3 e 4. Segundo Liu et al.
(2011), QTLs para nimero de grdos por panicula podem estar
associados a QTLs que controlam ciclo. Vale ressaltar, que o nimero de
grdos por panicula pode variar por diversos fatores, inclusive com
fatores abidticos que ocorram na diferenciacao da panicula.

A distribuicdo de frequéncia representa a posicdo intermediaria
da F;, a F, mostrou uma distribuicdo a cerca de todos os tipos de
panicula, e a F;RC; concentra-se no genitor recorrente de paniculas tipo
4 (Figura 8).
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Tabela 5. Segregagdo na geragdo F, para a caracteristica espiguetas
agrupadas emarroz, envolvendo dois cruzamentos e seus reciprocos.

Tipo de panicula

Cruzamentos 1 2 4 Total
SC 339 x Multiespigueta 28 42 49 180
M ultiespigueta x SC 339 20 66 56 248
Total 48 108 105 428
SCSBRS Tio Taka x Multiespigueta 40 54 56 239
Multiespigueta x SCSBRS Tio Taka 22 38 46 156
Total 62 92 102 395
60
55
50 * O
= ® EF2
= 40
2 EF1RC1
5 35
T 30 X =P1
L 5 O=P2
20 *=F1
15
10

Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3

Fendtipos

Tipo 4

Figura 8. Distribuicdo de frequéncia de progénies nas geragdes F1, F;RC; e
F,, e dos genitores do cruzamento SC 339 x Multiespigueta.

expressdo da caracteristica espiguetas agrupadas.

Testando a primeira hipétese, temos um gene agindo na

Com base na
segregacdo da geracdo F,, fica evidente o modelo de segregacdo 3:1
sendo considerado como mutante os tipos 1, 2 e 3, e ndo mutante o tipo
4. Os tipo 2 e 3 sdo considerados como heterozigotos. Supondo esta
hipdtese, sugere-se 0 genotipo bb representando a mutacdo, e o BB
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como ndo mutado, ou seja, o fendtipo tipo 4 (simples) (Figura 9). Desta
forma, € esperado que a segregacdo na F;RC; seja 0:1:1, como de fato
foi observado. Na geracdo F1 todas as plantas foram do tipo 3, portanto,
mutantes, o que representa interagdo alélica de dominancia. Pelo teste de
qui-quadrado, a segregacgdo observada ndo difere da esperada, ou seja, a
hipdtese de um gene envolvido no controle da caracteristica pode ser
aceita (Tabela 6).

Este tipo de hipdtese é bem fundamentada no fato de que
mutagBes dificilmente ocorrem simultaneamente em dois genes. A
domesticacdo do arroz € um bom exemplo, onde a mutacdo em apenas
um par de bases no DNA causou a mudanga em um aminodcido,
resultando na reducdo do degrane natural nesta espécie (LI et al., 2006;
KONISHI, et al., 2006). Outra mutagdo importante foi a dele¢do do gene
gSW5 causando o aumento na producdo de Sementes em arroz
(SHOMURA et al., 2008).

Nao mutante Mutante
_BB X _bb Genitores
Tipo 4 Tipo 1
ﬂ Mutante
Bb
Tipo 3 F.
a0 mutante ﬂ Mutante
BB Bb e bb
Tipo 4 Tipo 3, Tipo 2 e Tipo 1 F

Figura 9. Representacdo genotipica para a mutacdo espiguetas agrupadas
em arroz, considerando umgene no controle da expresséo deste fenétipo.
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Tabela 6. Teste X* para hipdtese de um gene envolvido no controle da
caracteristica espiguetas agrupadas

a partir da segregacdo de progénies F.

Fenotipo Freq. Freq. Esp. X? = (Fobs— Fesp)’/ Fesp
Obs.

SC 339 x Multiespigueta (n = 180)

M utante 131 135 0,12

N&ao mutante (Simples) 49 45 0,36

> 0,48
Multiespigueta x SC 339 (n= 248)

M utante 192 186 0,19

N&o mutante (Simples) 56 62 0,58

> 0,39

Combinados (SC 339

x Multiespigueta + Multiespigueta x SC 339) (n = 428)

M utante 323 321 0,01

Nao mutante (Simples) 105 107 0,04

2 0,05
SCSBRS TioTaka x Multiespigueta (n = 239)

M utante 183 179 0,09

N&o mutante (Simples) 56 60 0,27

> 0,18
Multiespigueta x SCSBRS TioTaka (n= 156)

M utante 110 117 0,42

N&o mutante (Simples) 46 39 1,26

) 1,68

Combinados (SCSBRS TioTaka x Multiespigueta) + (Multiespigueta x SCSBRS
TioTaka) (n = 395)

M utante 293 296 0,03

Nao mutante (Simples) 102 99 0,09

2 0,12
Combinados (n = 823)

M utante 616 617 0,002

N&o mutante (Simples) 207 206 0,005

0,007

>
X7 5= 3,841 (P = 0,05)

Aceitando a hip6tese de um gene no controle da caracteristica
espiguetas agrupadas, € esperado que ap0s muitas geracdes de
autofecundacdo tenha-se linhagens estabilizadas em dois fen6tipos (tipo
1 e tipo 4). No entanto, ao analisar linhas endogdmicas recombinantes
em geracdo F; desses mesmos cruzamentos evidenciam-se genotipos
estabilizados geneticamente em trés fendtipos: paniculas do tipo 1, tipo
2 e tipo 4 (Figura 10).
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A partir da geracdo Fs as populagbes aumentaram
consideravelmente  sua estabilidade genética quanto ao fenétipo
espiguetas agrupadas. Linhagens com panicula do tipo 2 comegaram a
estabilizar apenas a partir de Fg, até entdo sempre apresentavam
segregantes. Ja as populacdes oriundas de progénies do tipo 3 sempre
segregam. Vale ressaltar, que houve selecdo de plantas para os
diferentes fendtipos da panicula desde a geracao F».

Importante enfatizar que os dados da Figura 10 foram obtidos no
mesmo ambiente (lavoura e ano) de onde se obteve os dados da Figura
8.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
0

Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3 Tipo 4 Segregando
Fendtipos

Percentagem

Figura 10. Percentagem de populacdes geneticamente estabilizadas para o
fendtipo tipo de panicula (Tipo 1, 2, 3 e 4) e populagdes segregando nas
geragodes Fs, Fg e F7.

Trata-se, portanto, de quatro classes fenotipicas, sendo que trés
delas estabilizam geneticamente a partir de Fs. Com esta informagéo é
possivel descartar a hiptese de apenas um gene estar envolvido no
controle da caracteristica espiguetas agrupadas em arroz. De posse desta
informacdo, outras hipoteses foram testadas, como 1:2:1, 9:3:4, 12:3:1,
13:3; 9:7. Mas nenhuma se mostrou eficaz para explicar a segregacéo,
em rezizéo dos desvios estatisticamente significativos obtidos com o teste
de X“.
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Por fim, a hipdtese com dois genes controlando a referida
caracteristica foi associada com ligagdo genética entre ambos, a seguir
explicitada.

Neste caso, como sdo quatro classes fenotipicas, o fato de as
paniculas observadas nas plantas F; apresentarem fenétipo intermediario
aos pais, sugere que a interacdo alélica seja de co-dominancia. Este
resultado também foi verificado por Durdo (2008) quando cruzou o
gendtipo CNA 10928 de espiguetas agrupadas com outro genotipo de
paniculas simples.

Admite-se para esta hipdtese que o gene da mutacdo sofre
interacdo de epistasia de um segundo gene. Supondo portanto, dois
locos 1 e 2, sendo os gendtipos A no locus 1 e B_no locus 2. No locus
1 h& acdo de dominancia entre os alelos sendo a > A, e no locus 2 ha
acdo de aditividade entre os alelos (Figura 11). O locus 2 é o que
expressa o agrupamento das espiguetas, ou seja, “b” é o alelo mutante.
O lécus 1 tem como produto o fator de inibicdo (1) e o locus 2 o fator de
agrupamento (C). Na presenca de uma unidade do fator de inibicdo (Aa
ou aa) tem-se interferéncia na expressdo do agrupamento das espiguetas
controlada pelo locus 2, admitindo-se desta forma, que existe acdo de
epistasia do locus 1 sobre o 2. Segundo Ramalho et al. (1993), diz-se
que o alelo da mutagdo é hipostético, pois sofre acdo de epistasia, e 0
alelo que causa a epistasia é chamado epistatico. Neste caso o locus 2 é
hipostético e o locus 1 é epistético.

PropGe-se o gendtipo aaBB para o genitor SC 339 de paniculas
simples-tipo 4 pois na presenca do genétipo BB nédo existe fator C,
independente da constituicdo genotipica do loco 1. Para o genitor
Multiespigueta é proposto o genétipo AAbb com paniculas tipo 1 pois
ndo existe o fator I, e sim, duas unidades do fator C, evidenciando que
para ocorrer o fenotipo de paniculas tipo 1 é necessario os dois alelos (A
e b) em homozigose (Figura 12 e 13; Tabela 7).

Admitindo serem dois locos independentes, o teste de ¥ revelou
que esta hipOtese ndo se ajustava. Portanto, foram testadas outras
hipéteses incluindo os dois locos associados por uma possivel ligacdo
entre ambos. Apds sucessivos testes de y° , foi possivel reformular a
hipétese de que o loco A e B estariam ligados em repulsdo por 30cM.

O teste do * para segregacio na F, dos dois cruzamentos e seus
reciprocos demonstrou que o modelo genético proposto se adequou
satisfatoriamente (P>0,05) as segregacdes genéticas esperadas em
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relacdo as observadas (Tabela 8). Esta hipdtese explica com alta
consisténcia a natureza dos genes e a agdo dos mesmos no controle da
caracteristica espiguetas agrupadas. Esta hipdtese é coerente também
quando se considera no ambito da andlise do problema os genétipos das
geracOes Fg e F;, e F;RC; destes cruzamentos (Tabela 9 e 10).

|
S A
= a Produto =1 unidade do fator | (Inibigao)
« aa
=
§ AA Produto = néo ha unidade do fator I (Inibig&o)
|
S Bb Produto =1 unidade do fator C (Clustered)
(14
-E bb Produto =2 unidade do fator C (Clustered)
-5’: BB Produto =ndo ha unidade do fator C (Clustered)

Figura1l. Esquema didatico da descricdo genotipica dos loci 1 e 2.
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M ultiespigueta SC 339
aaBB
100% tipo 3
F2
5/16 ghg 4116
2 Tipo3, . ;
Tipo 2 ) Tipo 4
HE 3
y pe” ) 0
2
\ N £
2
) Hes A
I ME ! / @
Aabb, AABb, Aabb, AaBbe
aabb aaBb &

Figura 12. Segregacéo observada para tipo de panicula nas geracées F; e F,
admitindo que o gene da mutacdo sofre efeito de epistasia de um segundo
gene.
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0,35 0,15 0,15 0,35
aB ab AB Ab
aaBB aaBb AaBB AaBb

(Tipo 4) | (Tipo 3) (Tipo 4) (Tipo 3)
03 aB 0,1225 0,0525 0,0525 0,1225

aaBb aabb AaBb Aabb
(Tipo 3) [ (Tipo 2) (Tipo 3) (Tipo 2)
0,15 ab 0,0525 0,0225 0,0225 0,0525
AaBB AaBb AABB AABb
(Tipo 4) | (Tipo 3) (Tipo 4) (Tipo 2)
0,15 AB 0,0525 0,0225 0,0225 0,0525
AaBb Aabb AABb

(Tipo 3) | (Tipo 2) (Tipo 2)
0,35 Ab 0,1225 0,0525 0,0525

Figura 13. Modelo proposto para explicar a frequéncia genotipica e
fenotipica de progénies F, admitindo a hipdtese do gene da mutacdo sofrer

epistasia com envolvimento de um segundo gene, sendo ambos ligados a 30
cM.
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Tabela 7. Descricdo dos genotipos e seu respectivo fenétipo e detalhes da
acdo de cada gendtipo, com base na hip6tese de o gene da mutagdo sofrer
epistasia de um segundo gene, ambos ligados por 30 cM.

Genotipo

Fenotipo

Detalhes da agdo génica

aaBB

Tipo 4

Genitor recorrente SC 339: panicula simples-tipo
4 pois ndo possui nenhuma unidade do fator de
agrupamento (C).

AaBB

Tipo 4

Panicula simples-tipo 4 pois ndo possui nenhuma
unidade do fator de agrupamento.

AABB

Tipo 4

Panicula simples-tipo 4 pois ndo possui nenhuma
unidade do fator de agrupamento.

AaBb

Tipo 3

Geno6tipo heterosigoto correspondente a0 Fi:
Panicula tipo 3 pelo fato de haver apenas uma
unidade do fator C sofrendo epistasia de uma
unidade do fator Inibigdo (1).

aaBb

Tipo 3

Panicula tipo 3 pelo fato de haver apenas uma
unidade do fator C sofrendo epistasia de uma
unidade do fator I.

Aabb

Tipo 2

Paniculas tipo 2 pelo fato de haver duas unidades
do fator C sofrendo epistasia de uma unidade do
fator I. O agrupamento das espiguetas é superior
ao tipo 3 pelo fato de haver duas unidades do
fator C.

AABb

Tipo 2

Paniculas tipo 2 pelo fato de haver uma unidade
do fator C, sendo o agrupamento das espiguetas
superior ao tipo 3 pelo fato de ndo existir
nenhuma unidade do fator I.

aabb

Tipo 2

Paniculas tipo 2 pelo fato de haver duas unidades
do fator C sofrendo epistasia de uma unidade do
fator I. O agrupamento das espiguetas é superior
ao tipo 3 pelo fato de haver duas unidades do
fator C. Este genotipo justifica a estabilidade
genética deste fenétipo em linhagens de arroz.

AADDb

Tipo 1

Paniculas tipo 1 pelo fato de haver duas unidades
do fator C com auséncia do fator .
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Tabela 8. Teste de X? a partir da segregacio de progénies F,, de acordo
com a hipotese de o gene da mutacdo sofrer efeito de epistasia de um
segundo gene, ambos ligados em repulsdo por 30 cM.

Fenotipo Freq. Obs. Freq. Esp. X* = (Fops — Fesp)*! Fesp
SC 339 x Multiespigueta (n =180)
Tipo 3 60 72 2,00
Tipo 4 49 45 0,36
Tipo 2 43 41,4 0,10
Tipo 1 28 21,6 1,60
> 4,09
Multiespigueta x SC 339 (n=248)
Tipo 3 106 99 0,49
Tipo 4 56 62 0,58
Tipo 2 66 57 1,42
Tipo 1 20 30 3,33
) 5,82
Combinados (SC 339xMultiespigueta + Multies piguetaxSC 339) (n =
428)
Tipo 3 167 171 0,09
Tipo 4 105 107 0,04
Tipo 2 108 98 1,02
Tipo 1 48 51 0,18
> 1,33
SCSBRS TioTaka x Multiespigueta (n = 239)
Tipo 3 89 96 0,51
Tipo 4 56 60 0,27
Tipo 2 54 55 0,02
Tipo 1 40 29 514
> 5,94
Multiespigueta X SCSBRS TioTaka (n=156)
Tipo 3 50 62 2,32
Tipo 4 46 39 1,26
Tipo 2 38 36 0,11
Tipo 1 22 19 0,47
> 4,16

Combinados (SCSBRS TioTaka x Multiespigueta) + (Multiespigueta x
SCSBRS TioTaka) (n = 395)

Tipo 3 139 158 2,28

Tipo 4 102 99 0,09
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Tipo 2 92 91 0,01
Tipo 1 62 47 4,79
> 7,17
Combinados (n =823)
Tipo 3 306 329 1,61
Tipo 4 207 206 0,005
Tipo 2 200 189 0,64
Tipo 1 110 99 1,22
2 347

XZ 1o = 7,81 (P =0,05)

Tabela 9. Teste de X? a partir da segregacéo de progénies F;RC; de acordo
com a hipotese de o gene da mutacdo sofrer epistasia por um segundo gene,
ambos ligados emrepulsdo com 30 cM.

Fendotipp  Freq.Obs.  Freq. Esp. X* = (Fops — Fesp)”/ Fesp
SC 339 x Multiespigueta x SC 339 (n =73)
Tipo 3 28 32 0,5
Tipo 4 33 32 0,03
Tipo 2 12 9 0,00
Tipo 1 0 0 -
0,53

>
X% 1ap=5,99 (P =0,05)

Os resultados apresentados demonstram que a mutagdo ocorreu
em um gene que sofre acdo epistatica de um segundo gene, explicando a
expressdo génica para diferentes agrupamentos da panicula como os
tipos 2 e 3. Molecularmente a epistasia poderia ser um componente
decorrente da mutacdo que induziria alteracdo na cromatina ou mesmo
no padrdo de metilacdo, ou ainda produzindo RNAs de pequeno
tamanho, que por vez alterariam o padrdo da expressdo génica,
produzindo os distintos fendtipos, como é o caso. Liu et al. (2011)
afirmam que a caracteristica nimero de grdos por panicula em arroz
facilmente sofrem alteragBes ambientais e efeitos epistaticos.

Apesar da escassez de informacGes na literatura sobre a
caracteristica espiguetas agrupadas, os resultados obtidos neste trabalho
sdo coerentes aos obtidos por Durdo (2008) e por Zheng et al. (2003).
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Segundo Valentini (2012), a caracteristica multiflora em aveia
nuda também é controlada por um gene que sofre acdo de um segundo
gene modificador.

Tabela 10. Nimero de plantas, fendtipo e gendtipo nas geracdes Fg e F7
descendentes de progénies Fs oriundas do cruzamento entre Multiespigueta
e SC 339, admitindo a hip6tese de dois genes atuando sobre a mutacao.

F5 F6 -n=24 F7 -n=60

N. N.
plan- | Fené- | Geno- | plan- | Feno-
Fendtipo | Gendtipo | tas tipo tipo tas tipo | Genotipo

Ordem

Aabb ou
46 |Tipo2| aabb /
Tipo 2 Aabb 18 |[Tipo2| Aabb 14 [ Tipo1 Aabb

1 6 Tipol| AAbb 60 |[Tipol| AAbb

Tipo4| AABB | 60 |[Tipo4| AABB

16 |[Tipo4| AABB
12 |Tipol| AAbb
Tipo 2 AABDb 13 [ Tipo2| AABb 32 |Tipo2| AABb

2 5 |Tipo1| AAbb | 60 [Tipo1| AAbb
Tipo4| AABB | 60 |[Tipo4| AABB
Tipo 2 AABb 6 |Tipol| AAbb | 60 |Tipol| Aabb

10 |Tipo4| AABB
10 (Tipol| AAbDb
3 13 | Tipo2| AABb 40 |[Tipo2 | AABb

1 |Tipo4| AABB | 60 |Tipo4| AABB
Tipo 2 AABb 2 |Tipol| AAbb | 60 |Tipol| AAbD

15 |Tipo4 | AABB
13 |Tipol| AAbb
4 21 |Tipo2| AABb | 32 |Tipo2| AABD

Tipo4| AABB 60 |Tipo4| AABB
Tipo 2 AABD 6 Tipol| AAbb 60 |Tipol| AAbb

14 |Tipo4 | AABB
04 |[Tipol| AAbb
5 14 | Tipo2| AABb | 42 |Tipo2| AABb
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20 |Tipo2 | Aabb 60 | Tipo 2 Aabb

7 | Tipo2 Aabb Tipol| AAbb 60 |[Tipol| AAbb
Tipo 2 Tipo4 | AABB 60 |Tipo4| AABB
AABD Tipo1l| AAbb 60 |[Tipol| AAbb
13 |Tipo4| AABB

07 |Tipol| AAbb

8 16 |Tipo2| AABb 40 |[Tipo2| AABb
4 |Tipo4 | AABB 60 |[Tipo4| AABB

Tipo 2 AABD Tipol | AAbb 60 |Tipol| AAbb
05 |Tipo4| AABB

02 |Tipol| AAbb

9 17 | Tipo2 | AABb 53 [Tipo2 | AABb
Tipo4 | AABB 60 |[Tipo4| AABB

Tipo 2 AABDb Tipol | AAbb 60 |Tipol| AAbb
10 |Tipo4| AABB

13 |Tipol| AAbb

10 12 | Tipo2 | AABb 37 |[Tipo2 | AABb
Tipo4 | AABB 60 |[Tipo4| AABB

Tipo 2 AABb Tipol | AAbb 60 |Tipol| AAbb
10 |Tipo4| AABB

09 |Tipol| AAbb

11 20 | Tipo2| AABD 41 |Tipo2| AABb
4 Tipo4 | aaBB 60 | Tipo4 aaBB

10 |[Tipo2 aabb

17 | Tipo4 aaBB

Tipo 3 aaBb 16 |[Tipo3| aaBb 33 | Tipo3 aaBb

12 Tipo2 [ Aabb 60 | Tipo2 Aabb
Tipo4 | aaBB 60 | Tipo4 aaBB

Tipo 2

03 |Tipo4 aabb

02 Tipo aaBB

Tipo 3 aaBb 18 |[Tipo3| aaBb 45 3 aaBb

13 Tipo2 | Aabb 60 | Tipo2 Aabb
14 Tipo4 | aaBB 60 | Tipo4 aaBB
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Tipo 2
Tipo 4 aabb
16 Tipo aaBB
17 3 aaBbou
27 Tipo [ AaBb
Tipo 3 AaBb 10 | Tipo3| AaBb 02 1 AAbb
33 |Tipo2| AABb
14 |(Tipo4 | AABB
Tipo2| AABb 13 |[Tipol| AAbb
Tipol| AAbb 60 |Tipol| AAbb
5 Tipo4| AABB 60 |Tipo4| AABB
10 | Tipo2 aabb
13 |[Tipo4 aaBB
Tipo 3 AaBb 12 | Tipo3| aaBb 37 | Tipo3 aaBb
33 |Tipo2| AABb
14 |(Tipo4| AABB
Tipo2| AABb 13 | Tipo1l AAbb
15 Tipo1l| AAbb 60 |Tipol| AAbb
Tipo4| aaBB 60 | Tipo4 aaBB
18 ([ Tipo 2 aabb
10 |[Tipo4 aaBB
Tipo 3 AaBb 14 | Tipo3| aaBb 32 |Tipo3 aaBb
Tipo2 | Aabb 60 | Tipo2 Aabb
16 3 Tipo1| AAbb 60 |Tipol| AAbb
6 Tipo4| aaBB 60 | Tipo4 aaBB
12 | Tipo 2 aabb
15 |[Tipo4 aaBB
Tipo 3 aaBb 16 | Tipo3| aaBb 33 | Tipo3 aaBb
17 Tipo2| Aabb 60 | Tipo2 Aabb
Tipo4| aaBB 60 |Tipo4 aaBB
08 |Tipo2 aabb
06 |Tipo4 aaBB
Tipo 3 aaBb 18 | Tipo3| aaBb 46 | Tipo3 aaBb
18 Tipo 2| Aabb 60 | Tipo2 Aabb
19 Tipo4| aaBB 60 | Tipo4 aaBB
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05 |Tipo2 aabb

05 |Tipo4 aaBB

Tipo 3 aaBb 13 |[Tipo3| aaBb 50 |Tipo3 aaBb
Tipo2 | Aabb 60 | Tipo2 Aabb

Tipo4 | aaBB 60 |Tipo4 aaBB

07 |Tipo2 aabb

09 |Tipo4 aaBB

Tipo 3 aaBb 13 |[Tipo3| aaBb 44 | Tipo3 aaBb

20 Tipo2 | Aabb 60 | Tipo2 Aabb
Tipo4 | aaBB 60 | Tipo 4 aaBB

08 |Tipo2 aabb

12 [ Tipo4 aaBB

Tipo 3 aaBb 15 |Tipo3| aaBb 40 ([Tipo3 aaBb

21 4 Tipo2 | Aabb 60 | Tipo2 Aabb
Tipo4 | aaBB 60 | Tipo4 aaBB

07 |[Tipo2 aabb

04 |Tipo4 aaBB

Tipo 3 aaBb 14 |[Tipo3| aaBb 49 | Tipo3 aaBb

22 Tipo2 | Aabb 60 | Tipo2 Aabb
Tipo4 | aaBB 60 | Tipo4 aaBB

10 |[Tipo2 aabb

20 | Tipo4 aaBB

Tipo 3 aaBb 14 |[Tipo3| aaBb 30 |Tipo3 aaBb

23 Tipo2 [ Aabb 60 | Tipo2 Aabb
Tipo4 | aaBB 60 [ Tipo 4 aaBB

11 [ Tipo2 aabb

17 | Tipo4 aaBB

Tipo 3 aaBb 13 |[Tipo3| aaBb 32 |Tipo3 aaBb

24 Tipo2 | Aabb 60 | Tipo2 Aabb
Tipo4 | aaBB 60 | Tipo4 aaBB

14 | Tipo2 aabb

16 |[Tipo4 aaBB

25 | Tipo3 AaBb 10 |[Tipo3| aaBb 30 |Tipo3 aaBb
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35 |Tipo2| AABD
10 |Tipo4| AABB
Tipp2| AABb | 15 |Tipol| AAbb

Tipol| AAbb 60 |Tipol| AAbb
7 Tipo4| aaBB 60 |Tipo4 aaBB

06 |Tipo2 aabb
10 |[Tipo4 aaBB
Tipo3| aaBb 44 | Tipo3 aaBb

Tipo2| Aabb 60 | Tipo2 Aabb
Tipol| AAbb 60 |Tipol| AAbb
Tipo4| aaBB 60 |Tipo4 aaBB

Tipo 3 AaBb

26

0|~ |O |

10 | Tipo2 aabb
07 |Tipo4 aaBB
Tipo 3 aaBb 11 [ Tipo3| aaBb 43 | Tipo3 aaBb

27 5 Tipo2| Aabb 60 | Tipo2 Aabb
Tipo4| aaBB 60 | Tipo4 aaBB

09 |Tipo2 aabb
11 | Tipo4 aaBB
Tipo 3 aaBb 13 [ Tipo3| aaBb 41 | Tipo3 aaBb

28 5 Tipo2 | Aabb 60 | Tipo?2 Aabb
6 Tipo4| aaBB 60 | Tipo4 aaBB

13 | Tipo 2 aabb
15 |[Tipo4 aaBB

Tipo 3 AaBb 9 Tipo3| aaBb 32 | Tipo3 aaBb
Tipo2| Aabb 60 | Tipo2 Aabb
29 2 Tipo1l| AADbb 60 |Tipol| AAbb

Para dar maior suporte a hipétese de dois genes, foi realizado
cruzamentos dialélicos entre linhagens F; com paniculas do tipo 1, tipo
2 e tipo 4. A partir das trés combinagdes de cruzamentos dialélicos
obteve-se trés populagdes F;. O nimero de plantas obtida variou de 13 a
21, e a fenotipagem quanto a estrutura da panicula foi de duas
populagdes com plantas de paniculas do tipo 3 e uma do tipo 2 (Tabela
11).
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Tabela 11. Fendtipo das plantas F; de cruzamentos dialélicos entre

linhagens F; de arroz.

Genitores Tipo 1 Tipo2 Tipo4

Tipol (AAbb)
Tipo2 (aabb)

Tipo4 (aaBB ou AABB)

(AAbb) (aabb) (aaBB ou AABB)
Tipo 2 Tipo 3
(Aabb) (AaBb)
Tipo 3

(AaBb ou aaBb)

A partir das plantas Fy, foi colhido as sementes F, as quais
foram plantadas na safra 2011/12. Foram trés populagbes compostas de
223 a 454 plantas. Aceitando a hipdtese de que a caracteristica
espiguetas agrupadas tem heranga qualitativa sendo que o gene da
mutacgdo sofre efeitos epistaticos de um segundo gene, ambos ligados
em repulsdo por 30 cM, tem-se na tabela 12 a segregacdo das plantas F,
com a descricdo genotipica das linhagens. O teste de qui-quadrado para
esta geracdo permite confirmar a referida hipotese.

Tabela 12. Frequéncias, segregacdo e qui-quadrado de progénies F;
oriundas de cruzamentos dialélicos entre linhagens de arroz envolvendo a

caracteristica espiguetas agrupadas.

Cruzamentos Frequén- Segregagao quanto ao X?
cias tipo de agrupamento da
panicula*

1 2 3 4

1(AAbb) x 4 (AABB) Observada

16 70 82 55

N =223 Esperada 14 69 84 5 0,37
1 (AADbb) x 2 (aabb) Observada 117 337 0 0
N =454 Esperada 114 340 0 0 011

2 (aabb) x 4 (AABB) Observada
N=271 Esperada

22 74 99 70
17 8 101 68 2,98




CONCLUSOES

A mutagdo para caracteristica espiguetas agrupadas é de base
qualitativa, sendo que este gene deve sofrer efeito de epistasia de um
segundo gene, e ambos sdo ligados em repulsdo por 30 cM. A interacdo
alélica é de co-dominancia.
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CAPITULO 11
Efeito do fen6tipo espiguetas agrupadas sobre caracteristicas
agrondmicas em linhas endogamicas recombinantes de arroz

RESUMO: A caracteristica espiguetas agrupadas em arroz (Oryza
sativa L.) é, a principio, uma caracteristica potencial no melhoramento
genético pois a presenca de muitas espiguetas agrupadas no mesmo nd
do raquis, poderia incrementar um dos principais componentes de
rendimento, qual seja, 0 nimero de grdos por panicula. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito da caracteristica espiguetas agrupadas sobre
caracteristicas agrondmicas importantes. Para isso, foram utilizadas
linhas endogamicas recombinantes (LERS) contrastantes quanto ao grau
de agrupamento das espiguetas. Estas LERs sdo oriundas do cruzamento
entre 0 acesso Multiespigueta e SC 339. O delineamento foi de blocos
casualizados com trés repeticdes em duas safras (dois ciclos agricolas)
Os resultados demonstraram que as melhores produtividades sdo obtidas
com linhagens de paniculas do tipo 4 (espiguetas ndo agrupadas)
seguidos do tipo 1 e 2 (agrupadas em diferentes graus), respectivamente.
A caracteristica espiguetas agrupadas ndo contribuiu significativamente
para a melhoria dos componentes de rendimentos para as linhagens de
arroz avaliadas.

ABSTRACT: The characteristic clustered spikelets in rice (Oryza
sativa L.) is, at first, a trait in potential breeding because the presence of
many spikelets clustered on the same node of the rachis, could increase
a major yield components, namely, the number of grains per panicle.
The aim of this study was to evaluate the effect of the characteristic
clustered spikelets in important agronomic characteristics. For this, we
used recombinant inbred lines contrasting the degree of clustering of
spikelets. These lines are derived from the cross access Multiespigueta
and SC 339. The experimental design was a randomized block design
with three replications in two seasons (two agricultural cycles). The
results showed that the best yields are obtained with strains of panicles
type 4 (spikelets ungrouped) followed type 1 and 2 (grouped into
different grades), respectively. The characteristic clustered spikelets not
contributed significantly to the improvement of the components of
income for rice lines evaluated.
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INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) é uma das espécies agricolas de maior
importancia econémica para o estado de Santa Catarina. O cultivo do
arroz irrigado através do sistema conhecido como pré-germinado,
mostrou-se altamente rentavel nas propriedades familiares da regido
litordnea e vale do ltajai (EPAGRI, 2005). A orizicultura envolve 8.377
agricultores, que cultivam anualmente 150.000 ha do cereal em 11.230
pequenas propriedades agricolas, distribuidos em 83 municipios, o que
sustenta um parque industrial de 66 agroindistrias, gerando 50 mil
empregos diretos e indiretos. Com a ajuda da orizicultura, o estado
mantém-se como sétimo maior produtor de alimentos do pais, embora
detenha somente 1,12% do territério nacional (ICEPA, 2012).

O sucesso do sistema deve-se principalmente ao
desenvolvimento de tecnologia adequada que foi transferida ao produtor
pelo servico de pesquisa e extensdo rural da Epagri. Neste sentido, a
principal tecnologia transferida sdo as cultivares melhoradas,
consideradas determinantes para 0 sucesso da orizicultura no estado
catarinense. As atividades de melhoramento genético em Santa Catarina
foram iniciadas pelo IPEAS - Urussanga, pela Empasc —ltajai e
continuadas pela Epagri através da Estacdo Experimental de Itajai (EEI)
(MARSCHALEK, et al., 2008).

Os resultados da pesquisa orizicola em Santa Catarina mostram
gue em 1970, a produtividade era de 2 t/ha, e hoje é de 7,1 t/ha (ICEPA,
2012). Apesar de todo este sucesso, o melhoramento genético deste
cereal depara-se com um grande obstaculo, superar a estagnacdo da
produtividade que perdura dez anos. Por outro lado, € também evidente
que a média de produtividade de arroz irrigado do Estado de Santa
Catarina € menor que o potencial produtivo das atuais cultivares, o que
leva inevitavelmente a conclusao de que, para elevar-se a produtividade
de arroz do Estado, sdo necessarias acles de extensdo e assisténcia
técnica, e ndo somente de pesquisa em melhoramento genético.

A despeito da lacuna existente entre produtividade real e
potencial, a busca por maiores incrementos na produtividade € um alvo
continuo no melhoramento genético de qualquer cereal, e, no caso do
arroz, algumas alternativas mais evidentes de se trabalhar isto € alterar
0s componentes de rendimento, sendo eles, espiguetas por panicula,
panicula por planta, peso de mil gréos e esterilidade.
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As paniculas de arroz apresentam uma espigueta para cada no
do raquis. O fenotipo espiguetas agrupadas em arroz caracteriza-se por
apresentar duas a seis espiguetas agrupadas no mesmo no do raquis da
panicula, podendo constituir-se pois em caracteristica promissora para o
melhoramento genético deste cereal. Multiespigueta é o acesso do banco
de germoplasma da Epagri que possui esta caracteristica. Também é
relatado no Brasil, pela Embrapa/CNPAF (DURAO, 2008) a linhagem
CNA 10928, como detentora de fenotipo semelhante ao descrito pela
Epagri (YOKOYAMA, 1999). O cruzamento deste acesso com um
genitor de paniculas normais permitiu a obtencdo de linhas endogédmicas
recombinantes estabilizadas geneticamente em trés fenotipos: Tipo 1=
Com 95% das espiguetas agrupadas; Tipo 2= Trés grdos agrupados no
dpice da panicula seguidos de trés ou quatro grdos simples e mais trés
gréos agrupados; Tipo 4 = Paniculas normais, com 100% das espiguetas
ndo agrupadas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da caracteristica
espiguetas agrupadas sobre caracteres agronémicos importantes para
arroz através de linhas endogamicas recombinantes.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 11 linhas endogamicas recombinantes (LERs)
de arroz, as quais foram desenvolvidas na Epagri-EElI na safra
2004/2005 no ambito do programa de melhoramento de arroz
(Marschalek e Raimondi, inf. Pessoal) (Tabela 13). Todas as linhagens
apresentam ciclo longo, estatura elevada de planta, gréos longos finos de
pericarpo branco, suscetiveis a acamamento e a brusone, auséncia de
aristas, paniculas longas, perfilhamento intermediario, diferindo apenas
quanto a estrutura da panicula cujo fenétipo é descrito na Tabela 13. As
LERs sdo descendentes do cruzamento entre a linhagem SC 339 com o
acesso Multiespigueta. As linhagens selecionadas tiveram os respectivos
fenotipos também nas geracoes Fs € Fs.

As LERs foram semeadas em caixas de madeira com solo
arenoso e quando as plantulas tinham trés a quatro folhas foram
transplantadas manualmente na lavoura em parcelas compostas de cinco
linhas, sendo 12 plantas por linhas espacadas por 30 cm. O sistema de
cultivo seguiu o preconizado pela Epagri (EBERHARDT e



48

SCHIOCCHET, 2012). O experimento foi conduzido em dois anos no
delineamento de blocos ao acaso com trés repetices e trés testemunhas
(SC 339, Multiespigueta e CNA 10928).

As LERs foram fenotipadas quanto a produtividade, nimero de
grdos por panicula, nimero de paniculas por planta, comprimento de
panicula, esterilidade de graos e peso de 1000 gréos.

O numero de grdos por panicula foi estimado a partir da
contagem de todos os grdos presentes na panicula e adotado a média de
10 paniculas. A esterilidade foi mensurada pela contagem dos grédos
cheios e vazios, os quais foram transformados em percentagem em
relacdo ao numero total de gréos. O peso de 1000 gréos foi estimado a
partir do peso em gramas de 1000 gréos selecionados aleatoriamente. O
nimero de paniculas por planta foi mensurado a partir da média de dez
plantas de cada LER. A produtividade foi mensurada a partir do peso
das linhas centrais de cada parcela.

Para analisar os resultados foi utilizado anélise de variancia
conjunta dos dois experimentos (ano 1 e ano 2) e teste de separacdo de
médias com Skott-Knott (5% de significancia) com auxilio do programa
Genes (CRUZ, 2006).

Takbela 13. Feno6tipo de linhagens de arroz e trés testemunhas.

LERs Fendétipo da panicula

01 Tipo 1 = 95-100% das espiguetas agrupadas

02 Tipo 1 = 95-100% das espiguetas agrupadas

03 Tipo 1 = 95-100% das espiguetas agrupadas

04 Tipo 1 = 95-100% das espiguetas agrupadas

05 Tipo 1 = 95-100% das espiguetas agrupadas

06 Tipo 2 = 3 grdos agrupados no apice, seguidos de 3 ou 4 grdos
simples e novamente 3 grdos agrupados

07 Tipo 2 = 3 grdos agrupados no apice, seguidos de 3 ou 4 grdos
simples e novamente 3 grdos agrupados

08 Tipo 4 = Panicula semagrupamento das espiguetas

09 Tipo 4 = Panicula semagrupamento das espiguetas

10 Tipo 4 = Panicula semagrupamento das espiguetas

11 Tipo 4 = Panicula semagrupamento das espiguetas

Testemunhas
SC 339 Tipo 4 = Panicula semagrupamento das espiguetas

CNA10928 Tipo 1 = 95-100% das espiguetas agrupadas
Multiespigueta Tipo 1 = 95-100% das espiguetas agrupadas
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de variancia conjunta apresentou significancia para a
interagdo anos X linhagens, evidenciando que as linhagens tem
comportamento diferenciado dentro de safra (Tabela 14). Para as
caracteristicas grdos por panicula e peso de mil grdos, a analise conjunta
ndo foi estatisticamente significativa. No entanto, é importante
considerar que no ano 1 houve fendmenos climéaticos (temporais)
durante o estadio de maturacdo do arroz, e 0 consequente acamamento
contribuiu para o degrane.

A produtividade variou de 0,9 a 8,4 t/ha, sendo estes extremos
atribuidos aos genitores Multiespigueta e SC 339 respectivamente. As
maiores produtividades foram obtidas por gendtipos com panicula do
tipo 4 (simples, ndo agrupadas), seguidas do tipo 1 e 2 respectivamente.
Este resultado é semelhante ao obtido por Colombari Filho et al. (2013),
Durdo (2008) e Zheng et al., (2003), que também analisaram a
produtividade em genotipos de espiguetas agrupadas.

A produtividade de grdos € uma caracteristica afetada por muitos
fatores como componentes de rendimento, e inclusive o ciclo. A
variacdo alélica que existe para ciclo no genoma do arroz pode
contribuir com uma associacdo genética favoravel para a produtividade,
como variedades de arroz de ampla adaptabilidade. De oito QTLs
mapeados para ciclo, seis possuem efeito significativo com a
produtividade, entre os quais, o pleiotropismo de Ghd7 e DT H8 (Ghd8)
ja foram clonados, os demais permanecem em teste (LIANG et al.,
2013). Ghd7 foi o primeiro gene reportado que tenha acdo de
pleiotropismo com ciclo e produtividade. Este gene em variedades de
arroz como Zhenshan 97 ocasionou ciclo prolongado, aumento na
estatura de planta, aumento no ndmero de grdos por panicula e
consequentemente aumento de produtividade (LIANG et al., 2013).
Existem relatos de que este gene também contribui positivamente para o
incremento em ndmero de paniculas por planta (CAO et al., 2010). O
gene Ghd8 contribui de maneira favordvel com as mesmas
caracteristicas supracitadas (YAN et al., 2011).

Liu et al. (2011) também relatam que a caracteristica nimero de
grdos por panicula pode ser influenciada pelo ciclo. Segundo os autores,
a super expressdo dos genes RCN1 e RCN2 podem estender a fase de
crescimento vegetativo no meristema apical principal o que permite que
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a planta invista na formagéo do raquis no meristema floral, resultando
no aumento do numero de grdos por panicula. A super expressdo do
gene RCN1 resulta no atraso do ciclo (13-50 dias), o que esta
relacionado a supressdo de processos envolvidos na transicdo do
meristema apical vegetativo para o reprodutivo resultando no aumento
do nimero de grédos por panicula decorrentes do aumento de ramas
primarios e secundarios (LIU et al., 2011).

O ciclo das linhagens testadas neste trabalho variou de 135 a
141 dias da semeadura até a maturacdo, muito semelhante as
testemunhas SC 339 (141 dias) e CNA 10928 (140 dias). Como ndo
houve diferenca entre as linhagens, esta caracteristica ndo se encontra
citada na tabela 15. A testemunha Multiespigueta foi a Gnica que diferiu
das demais com um ciclo super longo de 188 dias no ano 1 e 263 no ano
2. Com base nos resultado obtidos e relatos de Liang et al. (2013), o
ciclo parece ndo estar afetando a produtividade.

O Multiespigueta tem ciclo super longo com uma produtividade
muito baixa, no entanto, ndo deve-se associar o baixo rendimento a este
fator, pois é mais evidente que a baixa produtividade esteja associada a
alta esterilidade deste acesso, a qual foi de 33% no ano 1 e 60,9 % no
ano 2. Para uma cultivar comercial, a esterilidade natural dos gréos gira
em torno de 15%. Apenas a LER 04 e a testemunha SC 339 mostraram
esterilidade proxima ao normal. A esterilidade de grdos é uma
caracteristica bastante influenciada pelo ambiente pois mostrou
resultados bastante variaveis nos dois anos de avaliagdo.

O numero de grdos por panicula foi similar entre as LERs,
havendo pouca superioridade para a linhagem 11 de paniculas tipo 4
(sem agrupamento das espiguetas) e para a testemunha CNA 10928 de
paniculas tipo 1 (paniculas bastante agrupadas).

As LERs foram muito similares quanto ao nimero de paniculas
por planta, no entanto a testemunha Multiespigueta, foi superior as
demais.

Houve diversidade quanto ao comprimento de paniculas, sendo
que a testemunha Multiespigueta foi inferior a todos os demais materiais
avaliados. Todas as LERs mostraram comprimento de panicula
semelhante a testemunha SC 339, com excecdo das LERs 04 e 05 que
foram semelhantes ao Multiespigueta, ambas com paniculas tipo 1.

O peso de mil graos ideal para arroz indica, cultivado no Brasil
¢ geralmente entre 27-30 gramas. A maioria das LERs mostraram
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valores proximos a esta referéncia, com excecdo das linhagens 02, 04,
10, 06 e as testemunhas Multiespigueta e CNA 10928.

Obtiveram-se coeficientes de variagdo que representam
precisdo aceitdvel para todas as caracteristicas avaliadas, sendo mais
altos para esterilidade (23,439). Os menores valores foram para
comprimento de panicula (7,22) e produtividade (8,841). Lopes (2002)
encontrou CV para produtividade de arroz de 17,8% e Rangel et al.
(1998) cita valores de 17 e 26%.

Ndo houve associacdo positiva quanto aos componentes de
rendimento e o agrupamento das espiguetas. Observa-se que as
melhores caracteristicas agrondmicas (alta produtividade, baixa
esterilidade, paniculas longas, muitos grdos por panicula e peso de mil
grdos em torno de 30g) para 0 melhoramento genético do arroz estdo em
linhagens com menor agrupamento das espiguetas.

Avaliacdes feitas em linhagens com espiguetas agrupadas do tipo
1, 2 e 3, no &mbito do programa de melhoramento de arroz (Marschalek
e Vieira, inf. Pessoal), foi evidenciado que na presenca do agrupamento
dos gréos constata-se reducdo da qualidade dos mesmos, considerando,
mancha de grdos, grdos tortos, altos valores de gesso (centro branco),
maior incidéncia de graos quebrados, menor rendimento industrial para
grdos inteiros.

Segundo lkeda et al. (2010), paniculas de arroz com muitos gréos
ocasionam a baixa qualidade dos mesmos devido a uma desordem na
formacdo dos grdos e a um declinio na fertilidade, supostamente
decorrente de efeitos pleiotrépicos. Taguchi-Shiobara et al. (2011)
evidenciaram que paniculas de arroz com muitos gréos também estavam
associadas a baixa qualidade, principalmente mancha de gréos.

CONCLUSOES

A caracteristica espiguetas agrupadas ndo contribuiu
significativamente para a melhoria dos componentes de rendimentos
para as linhagens de arroz avaliadas.
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Tabkela 14.
recombinantes (LER) descendentes do cruzamento entre Multiespigueta e

SC 339, e trés testemunhas.

Caracteristicas

agronémicas de linhas

endogamicas

@ Fenoti | Produtividade (tha) Esterilidade (%) Graos/ Panicula
S po Anol Ano2 Anol Ano2 Anol | Ano2
01 Tipol | A39c B5,7d A18,4b B354¢c 112 ¢ 121 a
02 Tipol | A3,3c B6,6c Al1l65b A216d 86 C 109 a
03 Tipol | A38c B6,3c A194b B359¢c 92¢c 113 a
04 Tipol | A25d B54d A34.6a B247d 78 c 115a
05 Tipol | A2,4d B6,2c A40,3a B347c 82 ¢c 100 a
06 Tipo2 | A35¢c B 4,2e Al46b Al46d 91lc 8la
07 Tipo2 | A38c A35e A204b B 649 a 89 c 84 a
08 Tipo4d | A43Db B6,1c A196b B 496 b 90 c 107 a
09 Tipo4d | A47b B76b A257b B 38,7 ¢ 95 ¢ 105 a
10 Tipod | A43Db B75b A192b A205d 89¢c 120 a
11 Tipo4d | A36¢C B70c A196Db A233d 126 b 171 a
SC 339 Tipo4d | A45Db B8,4a Al136b B281lc 98 c 117 a
CNAL10 Tipol [ Ad4lc B6,9c A247Db B 361c 158 a 149 a
928
Multies- | Tipol [ A09e A09f A33,0a B 609 a 66 ¢ 102 a
pigueta

Fenoti Panicula/planta Comprimento panicula Peso de mil
é po (cm) gréos (g)
- Anol Ano2 Anol Ano2 Anol Ano2
01 Tipol [ Aldb Al5c A252a | A27,1a 276¢c | 27,5a
02 Tipol [ Aldb B27b A230b [ B268a 28,4b | 27,0a
03 Tipol [ A17b Al9c A220c | A238hb 27,1c 26,3a
04 Tipol [ Al6b B27b Al186e | A196¢C 286b | 22,1b
05 Tipol [ Al6b B25b A189e B213b 300b | 279a
06 Tipp2 [ A15b Al7c A219c | B248a 242c | 23,7b
07 Tipo2 [ A15b B26b A215d | A220hb 31,8b | 28,2a
08 Tipod | A1l6b A2lc A258a | A26,la 39,8a 29,2a
09 Tipo4 | A1l7b Al5c A249a | A242a 31,1b | 32,4a
10 Tipo4 [ A16b Al9c A205d | B227hb 26,4 c 255b
11 Tipo4 | A13b Al3c A212d | A228hb 246 ¢c 235hb
SC 339 Tipo4 | A15b Al6c A238b | B258a 30,3b | 29,0a
CNAL10 Tipol [ Aldb B20c A235b | A230b 25,2 ¢ 249 b
928
Multies- | Tipol | A40a A37a Al1l7,0f Al183¢c 214 c 239b
pigueta

Valores seguidos da mesma letra mintscula ndo diferem estatisicamente na coluna pelo
teste de Scott Knott a 5% de significancia. Valores seguidos da mesma letra mailscula
ndo diferem estatisticamente na linha pelo teste de Scott Knott a 5% de significancia.
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CAPITULO 111
RM 6446 e RN 20330 como marcadores para caracterizar o
fenétipo espiguetas agrupadas em arroz

RESUMO: A caracteristica espiguetas agrupadas em arroz representa
considerado potencial de uso no melhoramento genético deste cereal.
Por ser uma caracteristica raramente descrita na espécie, é importante o
conhecimento sobre a localizagdo do(s) gene(s) assim como, a
disponibilidade de marcadores moleculares que permitam identificar os
genotipos correspondentes a este fenétipo, permitindo que o
melhoramento a utilize com maior eficiéncia. O objetivo deste trabalho
foi verificar se os marcadores RM 6446 e RM 20330 caracterizam o
fendtipo espiguetas agrupadas a partir de populacdes oriundas do acesso
Multiespigueta da Epagri, assim como ocorreu com o CNA 10928 da
Embrapa. Realizaram-se estas analises a partir de populagdes oriundas
do cruzamento entre o acesso Multiespigueta da Epagri e a linhagem SC
339, sendo utilizado o bulk de LERs em F5. Os resultados demonstraram
que 0 SSR RM 6446 ndo ¢ polimérfico para a caracteristica em estudo.
J& 0 marcador RM 20330 caracterizou eficientemente LERs de
paniculas agrupadas os quais apresentaram o alelo de 260 pb, e LERs de
paniculas ndo agrupadas que apresentaram o alelo 265 pb.

ABSTRACT: The characteristic rice clustered spikelets is considered
potential use in genetic improvement of this cereal. Being a feature
rarely found in the species, it is important to know about the location (s)
gene (s) as well as the availability of molecular markers to identify the
genotypes corresponding to this phenotype, allowing the upgrade to use
more efficiency. The aim of this study was to determine whether
markers RM 6446 and RM 20330 characterize the phenotype clustered
spikelets in populations derived from access Epagri’s Multiespigueta, as
occurred with the Embrapa’s CNA 10928. These analyzes were
conducted from populations derived from the cross access Epagri
Multiespigueta and SC 339, and used the bulk in F7. The results showed
that the SSR RM 6446 not is polymorphic for the trait under study.
Already marker RM 20330 characterized lines efficiently in clustered
panicles which showed the 260 bp allele, and not clustered panicle
showed that the 265 bp allele.
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INTRODUCAO

Marcador molecular é todo polimorfismo detectado na seqiiéncia
do DNA, podendo ser uma regido do genoma expressa ou ndo. Os
marcadores moleculares podem ser caracterizados como dominantes ou
codominantes. Os dominantes sdo marcadores que ndo distinguem
homozigotos de heterozigotos, ao contrario dos codominantes.
Enquadram-se como dominantes os AFLP (Polimorfismo de
comprimento de fragmentos amplificados) (VOS et al (1995) e RAPD
(Polimorfismo de DNA Amplificado Aleatoriamente) (WELSH e
MCCLELLAND, 1990; WILLIAMS et al.,, 1990). Os codominantes
mais conhecidos e utilizados sdo os Microssatélites ou SSR (Repeticoes
de sequéncia simples) e RFLP (Polimorfismo no comprimento de
fragmentos de restricdo) (BOTSTEIN et al.,1980). Com utilizagéo
crescente, tem-se 0s SNPs, um tipo de marcador molecular capaz de
diferenciar individuos por meio de variacdo em apenas um nucleotideo
da sequéncia de DNA, codificadoras ou ndo. Os SNPs (Polimorfismo de
um Unico nucleotideo) mais comuns encontrados em diferentes espécies
sdo os de transicdo (em que uma base pdrica é substituida por outra
purica) e de transversdo (em que uma base purica é substituida por uma
pirimidica, ou vice-versa) (WEISING, et al., 2005).

A utilizagdo de marcadores moleculares no mundo inteiro é
crescente e promissora, principalmente, pelo fato de ser um método
seguro, uma vez que ndo é afetado pelo ambiente e permite, com maior
seguranca, descrever as diferencas entre 0s acessos, reunindo
informacfes Uteis ao melhoramento genético, além de servir como
complementagdo a técnicas morfolégicas, bioquimicas e citolégicas
(WEISING et al., 2005).

Em arroz, os marcadores SSR sdo bastante utilizados devido a
sua integragio com mapas genéticos e fisicos, além de,
simultaneamente, proporcionar aos melhoristas e geneticistas uma
eficiente ferramenta para conectar variagdes fenotipicas e genotipicas.

Marcadores microssatélites (SSR) sdo baseados na amplificacdo
de seqiiéncias de DNA compostas por um ndmero variavel de
nucleotideos, repetidos varias vezes e encontradas no genoma de
eucariotos. O alto grau de multialelismo e a heranca mendeliana co-
dominante dos microssatélites fornecem uma ferramenta molecular atil
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para estudos de variabilidade genética, filogenia, evolucdo e
conservagao de espécies.

Os SSR sdo pequenas sequéncias de 1 a 4 nucleotideos
adjacentemente (tandem) repetidos e amplamente distribuidos no
genoma de plantas superiores. As primeiras identificacbes de SSR em
plantas foram feitas em 1993 através de uma busca de banco de dados
de sequéncias de DNA publicadas (MORGANTE e OLIVIERI, 1993).
Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998), os sitios SSR acontecem de um
a cada 50 mil pares de bases em plantas.

As diferentes repetices de SSR sdo divididas em repeticdes
perfeitas, quando ndo apresentam nenhuma interrupcdo; repeticoes
imperfeitas quando as sequéncias repetidas sdo interrompidas por bases
n&do repetidas; e repeticbes compostas, quando duas ou mais repeticoes
de SSR estéo dispostas adjacentes, podendo ser perfeitas ou imperfeitas
(CAIXETAcet al., 2006).

O polimorfismo detectado em SSR é originario da variacdo no
tamanho dos produtos de PCR, que geralmente, decorre da diferenca no
nimero de unidades repetidas dentro da estrutura do microssatélite
(CAIXETA et al.,, 2006). Segundo Levinson e Gutman (1987), essa
variacdo no numero de repeticdes pode ter origem em crossing-over
desigual ou erro da DNA polimerase durante a replicacdo. Em SSR de
feijdo, os autores sugeriram que as variacdes sdo decorrentes de
crossing-over desigual (METAIS et al., 2002). J4 Caixeta (2002), Rallo
et al. (2000) e Gianfranceschi et al. (1998) explicam o polimorfismo
encontrado em feijdo, em Olea europaea e em magd, respectivamente,
como sendo decorrente de delecBes e inser¢des de uma Unica base ou
mesmo de fragmentos longos de DNA em regides flanqueadoras como
fonte de variacdo de microssatélites.

Diferentes pesquisas tém evidenciado que os dinucleotideos
AT/TA e AG/TC e o trinocleotideo T AT/ATA séo os mais abundantes
em plantas, embora existam variaces entre espécies e onde a regiao
SSR se encontra (CAIXETA et al., 2006). Em sequéncias traduzidas
(éxon ou ESTs) os trinucleotideos séo mais frequentes, enquanto que em
regides nado-traduzidas (introns) é mais abundante os di- e
tetranucleotideos. Em arroz, na sub-espécie jap6nica, os dinucleotideos
GA e AT aparecem em maior freqiiéncia, 36% e 15% respectivamente,
enquanto que os trinucleotideos CCG e AAG aparecem com 8%
(McCOUCH et al., 2002). De modo geral, a frequéncia das diferentes
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classes de microssatélites diminui a medida que aumenta o tamanho da
unidade repetitiva (McCOUCH et al, 1997). De acordo com
McCOUCH et al. (2002), em todos 0s cromossomaos do arroz existe uma
grande distribuicdo de SSR, sendo que nos cromossomos 1, 3, 5e 7
existe maior nimero de sequencias repetidas, comparativamente aos
demais.

Regides contendo sequencias simples repetidas sdo amplificadas
individualmente através de PCR utilizando-se um par de iniciadores
especificos (de 20 a 30 bases) complementares a seqiéncias Unicas que
flanqueiam o  microssatélite. =~ Cada  “ilha”  microssatélite,
independentemente do elemento repetitivo, constitui um loco genético
altamente variavel, multialélico, de grande contetido informativo
(FERREIRA E GRATTAPAGLIA, 1998).

A detecgdo de sequéncias SSR via PCR é feita em gel de
eletroforese utilizando-se poliacrilamida ou agarose. A visualizacdo das
bandas no gel pode ser feita diretamente por coloragdo com nitrato de
prata ou brometo de etidio, respectivamente. Alternativamente também
podem ser utilizados iniciadores fluorescentes em combinacdo com
seqlienciador semi-automatico de DNA.

Cada loco de microssatélites é analisado individualmente ao se
utilizar o par de iniciadores especifico para sua amplificacdo. Mais de
um loco pode ser analisado de cada vez quando os alelos de cada loco
tém tamanhos suficientemente diferentes e migram para zonas separadas
no gel. E possivel também, utilizarem-se vérios iniciadores SSR,
independente do tamanho de seus fragmentos, desde que estes
iniciadores estejam marcados com fluorescéncia. Esta técnica chama-se
multiplex, mais do que um iniciador SSR ¢é utilizado simultaneamente
na mesma reacdo PCR.

Os SSR sdo muito freqlientes e distribuidos ao acaso, permitindo
a mais completa cobertura de qualquer genoma eucarioto. A fungdo
destas regides SSR ainda é desconhecida, no entanto, sdo extremamente
Uteis como marcadores moleculares para mapeamento genético e analise
de diversidade, principalmente pela sua expressdo co-dominante, por ser
multialélico e ter alto grau de polimorfismo. Panaud et al. (1996)
demostraram que marcadores SSR em arroz sdo quase duas vezes mais
informativos que RFLP.

Mapas de ligagdo tém sido desenvolvidos e saturados com
marcadores SSR em diferentes espécies de plantas, como soja
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(CREGAN, et al., 1999), aveia (LIU, et al., 1996), milho (SENIOR, et
al., 1996), trigo (RODER et al., 1998), macd (GIANFRANCESCHI et
al., 1998), feijao (YU, et al., 2000) e arroz (TEMNYKH et al., 2001,
McCOUCH et al.,, 1997, 2002), entre outros. Varios estudos tém
demonstrado que mais de 80% dos SSR de Oryza sativa, sao
amplificados em Oryza glaberrima, assim como em outras espécies do
género de genoma AA (Panaud, et. al.; 1996).

A maior limitacdo dos marcadores SSR é a grande quantidade de
trabalho necessario para o desenvolvimento prévio dos marcadores,
exigindo pessoal especializado e equipamento sofisticado para
sequenciamento automatico aliado ao elevado custo de um
empreendimento desta natureza (FERREIRA E GRATTAPAGLIA,
1998). No entanto, uma vez desenvolvidos, como no caso do arroz, seu
uso é relativamente simples e de baixo custo.

Muitos marcadores para ndmero de grdos por panicula séo
encontrados na literatura. Know et al. (2008) identificaram trés QTLs
para nimero de grdos por panicula, localizados nos cromossomos 7, 10
e 11, através de cruzamento entre duas linhagens da sub-espécie
japonica. Os autores deduziram que o QTL sppl0 deve ser especifico
para variedades de tipo japdnica. Ja os QTLs spp7 e sppll além de ja
terem sido encontrados em outros mapas, foram consistentes nos dois
anos deste estudo (GRAMENE, 2008). Préximo ao QTL spp?
encontraram o0 QTL gy7 que controla a producdo de grdos. Taguchi-
Shiobara et al. (2011) citam ainda os genes DEP1 (HUAN et a., 2009) e
a alta expressdo da enzima OsSPL14 pelo gene GN1 (ASHIKARI et al.,
2005; MIURA et at., 2010).

O ndmero de gréos por panicula é um forte componente de
rendimento em arroz, e qualquer mudanga na estrutura da panicula pode
incrementar em produtividade. A caracteristica espiguetas agrupadas €
oriunda de mutacdo natural e diferencia-se de uma panicula normal por
apresentar duas a seis espiguetas agrupadas no mesmo n6 do raquis da
panicula. No Brasil foi primeiramente evidenciada pela Epagri em 1997
com o0 acesso denominado entdo de “Multiespigueta”, e posteriormente
em 2006 pela Embrapa com o acesso denominado de CNA 10928.
Descendentes do cruzamento de Multiespigueta com linhagens de
paniculas normais mostram diferentes graus de agrupamento que sdo
classificados assim: paniculas tipo 1 = 95% das espiguetas agrupadas;
tipo 2 = trés graos agrupados seguidos de trés a quatro graos simples e
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novamente trés grdos agrupados; tipo 3 = apenas dois grdos agrupados
no apice da panicula; tipo 4 = espiguetas ndo agrupadas — simples.

Para que uma caracteristica seja eficientemente utilizada no
melhoramento genético, é importante a disponibilidade de marcadores
moleculares que permitam caracterizar este fenotipo. Com isso, é
possivel disponibilizar ao melhorista ferramentas para selecdo assistida
com marcadores moleculares, mapeamento genético, e/ou auxiliar outras
pesquisas incluindo a sintenia entre espécies.

Durdo (2008) através de populacBes segregantes oriundas do
acesso CNA 10928, afirma que esta caracteristica esta flanqueada por
dois marcadores SSR: RM 6446 e RM 20330, no cromossomo 6.

O objetivo deste trabalho foi verificar se os marcadores RM 6446
e RM 20330 caracterizam o fenétipo espiguetas agrupadas a partir de
populagdes oriundas do acesso Multiespigueta, assim como ocorreu com
0 CNA 10928 da Embrapa.

MATERIAL E METODOS

A andlise molecular foi realizada no Laboratério de Biologia
Molecular da Epagri na Estacdo Experimental de Itajai - EEI, localizado
em Itajai, Santa Catarina.

Foram utilizados 12 bulks de linhas endogamicas recombinantes
(LERS) de arroz em geracdo F, oriundas do cruzamento entre SC 339 de
paniculas tipo 4 com Multiespigueta de paniculas tipo 1 (Tabela 15).
Cada bulk foi composto de DNA extraido de dez plantas selecionadas ao
acaso e misturados em quantidades equimolares. Julga-se apropriado o
nimero de 10 plantas por bulk, sabendo-se que se trata de linhagens
estabilizadas geneticamente, e referenciando Fahliani et al. (2011) que
utilizaram apenas cinco plantas por bulk. Também incluiram-se na
analise quatro testemunhas: SC 339, SCSBRS TioTaka, Multiespigueta
e CNA 10928. Os marcadores SSR utilizados foram RM 6446 e RM
20330 (Tabela 16).
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Tabela 15. Bulks de linhas endog&micas recombinantes de arroz oriundas
do cruzamento SC 339 com Multiespigueta, e seus respectivos fenétipos.

Bulk Fenotipo
01 Tipo 1 = quase 100% da panicula comos grédos agrupados
02 Tipo 1 = quase 100% da panicula com os graos agrupados
03 Tipo 1 = quase 100% da panicula com os graos agrupados

04 Tipo 2 = 3 grédos agrupados seguidos de 3 simples
05 Tipo 2 = 3 grédos agrupados seguidos de 3 simples
06 Tipo 2 = 3 grédos agrupados seguidos de 3 simples
08 Tipo 2 = 3 grédos agrupados seguidos de 4 simples
09 Tipo 2 = 3 grdos agrupados seguidos de 4 simples

11 Tipo 3 = apenas 2 grdos agrupados no apice da panicula
12 Tipo 3 = apenas 2 grdos agrupados no apice da panicula
13 Tipo 4 = Simples =sem agrupamentos
15 Tipo 4 = Simples = semagrupamentos

Testemunhas

17-SC 339 Tipo 4 = Simples =sem agrupamentos
18-SCSBRS Tipo 4 = Simples =sem agrupamentos
TioTaka
19- Tipo 1 = quase 100% da panicula com os graos
Multiespigueta  agrupados
20-CNA 10928 Tipo 1 = quase 100% da panicula com os grdos
agrupados

Tabela 16. Marcadores SSR utilizados para caracterizar o fenotipo
espiguetas agrupadas em LERs de arroz.

Marcador Sequencia Repet Temp.

SSR Motif  anela-

mento

RM 6446 Reverse: CTTGGT GACGGCGAAGAC GCA 55°C
Forward: ACCACACGCACACAGTTAGC €))

RM 20330 Reverse: GAATTCTTGGCACTACTCCATCC AT 55°C

Forward: ACATCATCTTCGCCAACTATGC (11)

A extracdo de DNA foi de acordo com o protocolo de Doyle e
Doyle (1990). Foi utilizado 0,15 g de folhas jovens, as quais apds a
coleta foram imediatamente congeladas com nitrogénio liquido e
armazenadas em congelador até o momento da extracdo do DNA.
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Para a extracdo, primeiramente, foi realizada a ruptura dos
tecidos por meio de maceragdo em nitrogénio liquido e, posteriormente,
adicionado tampé&o de extracdo (CTAB 2%, NaCl 1,4M, Tris-HCIpH 8
100 mM, EDTA 20 mM, Mercaptoetanol 0,2%, agua), que causa ruptura
das células por desequilibrio osmético devido a presenca de NaCl. O
SDS 10% (Dodecil Sulfato de Sddio) é um detergente anidnico que se
liga a maioria das proteinas, e também auxilia no processo de lise, o
qual foi adicionado juntamente com o tampdo. Nesta fase também foi
adicionada a enzima RNAse para degradar vestigios de RNA. Apds a
lise das células, foi feita a purificagdo do DNA utilizando-se uma
solugdo de cloroférmio e &lcool isoamilico (24:1), que sdo solventes
organicos. Em seguida foi adicionado isopropanol gelado no volume
equivalente a 2/3 do volume obtido juntamente com 35 uL de acetato de
sédio (3M). Logo, as amostras com DNA foram misturadas por inversdo
e colocadas no freezer a -200C por pelo menos 2 horas. A precipitagdo
do DNA foi feito com etanol 70% e ao final, o DNA foi ressuspendido
com tampdo TE (Tris-HCI e EDTA [&cido etilenodiamino tetra-
acético]), pH 7,4.

Para conhecimento da concentracdo de DNA foi utilizado um
Biophotometer Plus (Eppendorf) e apds determinada a concentracdo, as
amostras foram diluidas para concentracdo padrdo de 20 ng/uL e
armazenados a 4°C até o uso. A avaliacdo da qualidade do DNA
extraido foi baseada em uma eletroforese horizontal em gel com 0,8 %
de agarose e com brometo de etidio (0,5 pg/ml), utilizando-se o tampéo
TAE 0,5x (Tris-Acetato-EDTA), sob as seguintes condigdes
eletroforéticas: 60 V e 35 mA por 1 horae trinta minutos.

As reacdes de amplificacdo pela técnica SSR foram realizadas
seguindo o protocolo de Durdo (2008) com algumas modificagdes:
tampdo 1 x (Tris-HCI 10 mM/L + KCI 50 mM/L, pH 8,4), MgCI2 1,5
mM, dNTP 0,25 mM/cada, iniciador SSR 0,4 uM, Taq DNA polimerase
1 U, DNA 20 ng, em volume final de 25 uL. As condicdes de
termociclagem foram: 2 minutos de desnaturacdo inicial (96°C),
seguido de 30 ciclos de desnaturacdo (94° C), anelamento (55°C ) e
extensdo (72° C) de 30 segundos cada, e 30 min de extenséo final (72°
C). Os produtos resultantes da amplificagdo SSR foram estudados com
auxilio do analisador genético ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). Os resultados foram analisados com o software
GeneMapper 4.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O marcador RM 6446 ndo apresentou polimorfismo para a
caracteristica espiguetas agrupadas. JA& o marcador RM 20330
apresentou dois alelos associados a caracteristica, sendo que, plantas
com paniculas sem agrupamento, ou seja, tipo 4 (simples), portavam o
alelo representado pelo fragmento de 265 pares de bases (pb) (Figura
14B). Ja plantas com as espiguetas agrupadas, independente do grau de
agrupamento (tipo 1, 2 e 3), apresentaram o alelo 260 pb (Figura 14 A).

O resultado foi confirmado com a andlise individual das plantas
constituintes dos bulks (Tabela 17). Somente o bulk 06, que apresenta o
fenotipo de paniculas tipo 2, teve uma planta entre as dez que
apresentou os dois alelos. Assim, quatro possibilidades podem ser
consideradas: i. pode ter havido alguma mistura; ii. o locus ainda
segregava nesta planta embora isso seja pouco provavel, ou, iii. se deve
ao fato de que loci microssatelites estdo localizados em regides
hipervariaveis do genoma sendo mais sensiveis a mutagdes (CAIXETA
et al., 2006) e talvez, iv. o marcador em questdo ndo esta proximo o
suficiente do gene alvo, permitindo certa taxa de recombinacdo por
permuta genética.

Segundo Durdo (2008), o gene para caracteristica espiguetas
agrupadas localiza-se flanqueado entre 198 cM (RM 20330) e 138 cM
(RM 6446), no cromossomo 6. Com base em mapas fisicos do
cromossomo 6, existem trés mapas que referenciam a caracteristica
espiguetas agrupadas (GRAMENE, 2013), e em todos, os marcadores
associados a caracteristica estdo localizados entre 90 e 200cM.

Além do Brasil, a caracteristica também foi evidenciada na China
(ZHENG et al., 2003) onde os autores realizaram estudos moleculares e
também encontraram no cromossomo 6  marcadores associados
positivamente a caracteristica espiguetas agrupadas.

Com base nos mapas disponiveis na Gramene, informacdes de
Durdo (2008), e com os resultados desta tese, julga-se importante um
rastreamento mais intenso ao longo do cromossomo 6 com marcadores
SSR, a fim de aproximar-se mais estreitamente do gene possibilitando o
mapeamento genético com o Multiespigueta da Epagri.
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Tabela 17. Amplificacdo dos alelos 260 pb e 265 pb com o marcador RM

20330, através das dez plantas de arroz constituintes dos bulks.
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Figura 14. Andlise com marcador microssatélite RM 20330, caracterizando
LERs que apresentam a caracteristica espiguetas agrupadas com o alelo de
260 pb (A) e LERs simples (que ndo possuemas espiguetas agrupadas) com
0 alelo de 265 pb.
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CONCLUSOES

O marcador RM 20330 foi eficiente para identificar os genétipos
portadores do fendtipo espiguetas agrupadas da Epagri e também da
Embrapa. Ja 0 SSR RM 6446 ndo é polimérfico para a caracteristica em
questdo, portanto, ndo é um marcador.
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CAPITULO IV
Efeito de deriva de glifosato como indutor da caracteristica
espigueta agrupada em arroz

RESUMO: Baseado no surgimento da caracteristica espiguetas
agrupadas em plantas de arroz da linhagem SC 450 CL apo6s aplicacdo
de glifosato nas taipas, tem-se como objetivo estudar o efeito de deriva
de glifosato sobre a expressdo da caracteristica espiguetas agrupadas em
arroz em trés estddios de desenvolvimento. Foi utilizado duas
variedades de arroz (SC 450 CL e SCS117 CL), as quais receberam
aplicagdo de glifosato nas dosagens 0, 1, 5, 10 e 20% da dose comercial
(3 L/ha), nos estadios V9, RO e R1. A deriva de glifosato induz a
expressdo da caracteristica espiguetas agrupadas nos estadios RO e R1.
Os resultados obtidos também permitem levantar a hipétese de que o
glifosato atue no sitio de atuacdo do horménio citocinina, e que este, por
sua vez, controle a expressdo da caracteristica espiguetas agrupadas.
Esta hipotese podera ser testada futuramente.

ABSTRACT: Based on the trait appearance of clustered spikelets on
rice on line SC 450 CL after glyphosate application in taipas, the aim of
this study was avaliate the effect of glyphosate drift on the expression of
the trait in rice clusterd spikelets into three developmental stages. We
used two varieties of rice (SCS117 CL and SC 450 CL), which received
application of glyphosate at doses 0, 1, 5, 10 and 20% of the
recommended rate (3 L / ha) at stages V9, RO and R1. The drift of
glyphosate induces the expression of the trait clustered spikelets in
stages RO and R1. The results also allow to hypothesize that glyphosate
acts at the site of action of the hormone cytokinin, and this, in turn,
control the expression of the characteristic clustered spikelets. This
hypothesis can be tested in the future.
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INTRODUCAO

Na safra 2008/09, em campo de producdo de semente basica de
arroz da linhagem SC 450 CL, na Epagri — Estacdo Experimental de
Itajai (EEI), houve a expressdo da caracteristica espiguetas agrupadas
nas paniculas desta linhagem restritamente nas plantas da bordadura
(Figura 15). A SC 450 CL ¢é oriunda do cruzamento Epagri 109//Epagri
109/(Irga 369/AS 3510), ndo havendo nenhum genitor envolvido que
expresse a caracteristica espiguetas agrupadas. E mesmo que houvesse,
a respectiva linhagem era oriunda de nove ciclos de autofecundacgdo, e
portanto, ndo poderia ser esperado alto grau de segregacéo, e tampouco
de uma formatéo localizada como de fato ocorreu.

Avaliando o histérico desta lavoura, foi concluido que os
sintomas se deram devido a deriva de glifosato aplicado nas taipas para
limpeza das mesmas na dosagem comercial de 3 L/ha. N&o se sabe ao
certo qual percentual dessa dosagem atingiu as plantas de arroz.

A expressdo da caracteristica foi do tipo 3 (apenas dois grdos no
apice da panicula) e tipo 2 (trés grdos agrupados seguidos de quatro
grdos simples). Juntamente com a expressdo desta caracteristica havia
sintomas de fitotoxicidade (esterilidade, insercdo incompleta da
panicula, grdos tortos).

Figura 15. Paniculas da linhagem SC 450 CL com a caracteristica
espiguetas agrupadas, fenotipo tipo 2 e 3.
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Notadamente, € provavel que algum fator fisioldgico envolvido
na formacdo da panicula esteja relacionado com a expressdo da
caracteristica espiguetas agrupadas. Assumindo isso, é possivel, que o
glifosato tenha sido aplicado no momento em que 0 arroz estava em
algum estadio reprodutivo (RO ou R1) onde ocorre a formacdo da
panicula, e o estresse teria alterado o posicionamento das espiguetas.

O glifosato (CsHgNOsP) é um dos herbicidas mais utilizados na
agricultura devido a sua eficiéncia no controle de plantas daninhas. Este
agroquimico age através da inibicdo enzimatica da rota do é&cido
chiguimico, tendo como resultado a inibicdo da produgdo dos
aminoacidos aromaticos, essenciais para o0 crescimento e sobrevivéncia
da planta (VELINI et al., 2009). Segundo Boudet et al. (1985), cerca de
20% de todo o fluxo de carbono nas plantas é processado pela rota do
acido chiguimico.

A recomendacdo técnica prescrita no registro do produto
comercial glifosato junto ao Ministério da Agricultura, é a dosagem de
1 a5 L/ha. O periodo de caréncia do glifosato é de 56 dias, podendo
desta forma, manter os limites de residuo abaixo do pardmetro
preconizado pela legislacdo vigente que é de 10 mg/kg (ANVISA,
2013). Porém, existem ddvidas quanto a seguranca desse herbicida, a
qualidade dos gréos e do solo. Residuos da molécula do glifosato e do
metabdlito 4cido aminometilfosfonico (AMPA) podem estar presentes
em grdos, bem como, podem afetar a concentracdo de isoflavonas,
contaminando inclusive o solo.

Duke et al. (2003), analisando 0 manejo da soja GMgg tratada
com glifosato sob diferentes dosagens, detectaram elevados teores de
AMPA nos grdos. Bohn et al. (2008) encontraram residuos desse
herbicida em grdos de soja GMggr Superiores ao permitido pela
legislacdo vigente.

Apesar dos episddios negativos, existem muitos relatos que na
presenca de diferentes doses de glifosato é possivel obter resultados
diversificados e positivos para a agricultura. Como exemplo, pode-se
citar estudos de Sharon et al. (1992), evidenciando que com doses sub-
letais para as plantas é possivel reduzir a producdo de fitoalexinas, as
quais derivam da rota do &cido chiguimico. Com isso, 0s autores
obtiveram respostas positivas na ativacdo de genes de resisténcia a
doencas no complexo Cassia obtusifolia e Alternaria cassiae.
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Carbonari et al. (2007), verificaram que em doses de glifosato
préximas de 720 g/ha é possivel obter importantes ganhos na absorcéo e
acumulo de fdésforo nas folhas de citrus, independente dos niveis de
fosforo no solo. Os autores levantaram a hip6tese de que tal aumento de
absorcdo pode estar associado a aumentos na expressao de genes ligados
a proteinas de transporte de f6sforo em membranas vegetais, mas ainda
ndo foram realizados estudos que comprovem isso. Godoy (2007) e
Meschede et al. (2007) também demonstraram a influéncia positiva de
doses de glifosato na absor¢do de fosforo por plantas de eucalipto, soja e
cana-de-agUcar.

Castro et al. (2009) relatam que o glifosato é utilizado como
agente maturador na cana-de-aglcar nas doses de 0,3 a 0,6 L/ha. A
maturagdo é considerada um dos aspectos mais importantes para
producdo de cana-de-agucar.

Em arroz apenas foi encontrado o trabalho de Wang et al. (2013),
0s quais detectaram que plantas transgénicas de arroz com o0 gene
EPSPS conferindo resisténcia a glifosato, possuem maior taxa
fotossintética, maior concentracao de triptofano e maior percentagem de
germinacgdo, independente da aplicacdo de glifosato.

Adicionalmente, existe evidéncias de que este herbicida possa
induzir alteragdes na estrutura da panicula levando a expressdo da
caracteristica espiguetas agrupadas (EPAGRI, dados ndo publicados),
conforme descrito no inicio deste capitulo.

Com base no evento descrito e procurando complementar os
estudos sobre a caracteristica em questdo, compreender as possiveis
rotas metabdlicas que podem estar envolvidas, sem ddvida sdo questdes
relevantes ndo sé em termos da necessidade de avango cientifico, mas
também de implicagcdes no manejo do cultivo do arroz. O objetivo deste
capitulo foi avaliar o efeito de deriva de glifosato sobre a expressdo da
caracteristica espiguetas agrupadas em arroz em trés estadios de
desenvolvimento.

Basicamente, 0s ensaios estabelecidos visaram responder as
seguintes perguntas:

1. Se o glifosato poderia ser um dos agentes causadores da
expressdo da caracteristica espiguetas agrupadas;
2. Se as rotas metabolicas envolvidas na fase reprodutiva

do arroz estdo diretas ou indiretamente relacionadas com a
caracteristica.
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MATERIAL E METODOS

Foi utilizado duas variedades de arroz, a cultivar SCS117 CL
(Epagri 109/ (Irga 369/AS 3510) e a linhagem SC 450 CL (Epagri
109//Epagri 109/(Irga 369/AS 3510)).

As sementes foram semeadas em caixas de madeira com solo
(18/10/2012) e no estadio em que as plantulas estavam com 3-4 folhas
foram transplantadas (06/11/12) na lavoura em parcelas de 2 x 2 m. O
sistema de cultivo foi de acordo com o preconizado na Epagri-EEI
(EBERHARDT e SCHIOCCHET, 2012).

Apbs o transplante, as plantas foram acompanhadas quanto ao seu
desenvolvimento fisiologico. A cada semana ocorreu a emissdo de uma
folha. O arroz entra no estadio RO, onde ocorre a formagédo da panicula,
com aproximadamente 10 folhas (EBERHARDT e SCHIOCCHET,
2012).

O glifosato foi aplicado sobre as variedades na dosagem de 0, 1,
5 10 e 20 % da dose comercial (3 L/ha) em trés estadios de
desenvolvimento do arroz, V9 (lltimo estadio vegetativo), RO (estadio
reprodutivo com a formacdo da panicula) e R1 (onde ocorre a
diferenciacdo das ramificaces da panicula).

As aplicacbes de glifosato foram feitas nos dias 18/12/2012,
26/12/2012 e 02/01/2013 no periodo da manha.

As avaliagbes foram baseadas na percentagem de expressdo da
caracteristica espiguetas agrupadas através de observacdes visuais
iniciadas em 05/02/2013. Além da avaliacéo visual, fez-se a medicdo do
tamanho de planta a partir da média de dez plantas, contagem de gréos
por panicula, tamanho de panicula, grdos por raquis, nimero de
ramificagBes primarias, medicdo da distancia entre as espiguetas, todas a
partir da média de 20 plantas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas plantas onde o glifosato foi aplicado no estadio V9 ndo
ocorreu a expressao da caracteristica espigueta agrupada (Figura 16). No
estddio RO para a linhagem SC 450 CL, a partir de 5% da dose do
herbicida ocorreu a expressdo da caracteristica espiguetas agrupadas do
tipo 2 e 3, sendo que a expressdo aumentou a medida que a dose de



71

glifosato foi maior (Figura 17). Neste estadio, na cultivar SCS117 CL a
caracteristica foi expressa apenas com 5% da dose. No estadio R1, para
linhagem SC 450 CL, a ocorréncia da caracteristica foi a partir de 5%
da dose de maneira mais intensa do que expresso no estadio RO. Para a
cultivar SCS117 CL a expressdo do fen6tipo também foi mais intensa,
no entanto, apareceu apenas com 10% da dose. A resposta diferenciada
entre as duas variedades é decorrente da diferenca de ciclo, pois a
SCS117 CL tem o ciclo de uma semana mais tardio que o SC 450 CL.

A deriva de glifosato também influenciou outras caracteristicas
(Figuras 18 e 19). O tamanho da panicula sofreu redugdes nos estadios
RO e R1, principalmente a partir de 5% da dose do herbicida, para as
duas variedades. O numero de ramificacbes primérias teve sensivel
aumento com 1% da dose, porém, a partir de 5% este nimero reduziu
para as duas variedades nos estadios RO e R1. O nimero de gréos por
panicula e o nimero de gréos por raquis reduziu a partir de 5% da dose
de glifosato nos trés estadios, sendo mais intenso nos estadios
reprodutivos. A distancia entre grdos quase ndo sofreu alteragdes,
apenas para variedade SC 450 CL no estadio R1. A altura de plantas
reduziu proporcional a percentagem de glifosato, ou seja, quanto maior a
dose, maior areducdo das plantas.

Os sintomas de fitotoxicidade com o glifosato foram mais
intensos no estadio R1 e crescentes com o0 aumento da dose do herbicida
(Figura 20). Dentre os sintomas de fitotoxicidade destaca-se esterilidade
de grdos, grdos tortos, insercdo incompleta da panicula, folhas
amareladas, ciclo prolongado e diferenciado entre as plantas e reducéo
da estatura de plantas.
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Figura 16. Percentagem da expressdo do fenotipo espiguetas agrupadas em
duas variedades de arroz submetidas a diferentes doses de glifosato em trés
estadios de desenvolvimento (V9, ROe R1).

" 5% da dose

Figura 17. Expressdo do fenétipo espiguetas agrupadas em paniculas de

arroz da linhagem SC 450 CL apds aplicacdo de 5, 10 e 20% de glifosato
nos estadios RO e R1.
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Nas figuras 20 e 21, é possivel visualizar a intensidade de
alteracdes na panicula das variedades SC 450 CL e SCS117 CL,
provocadas pelo glifosato. No estadio V9 as alteracfes na panicula
foram poucas, diferente dos estddios RO e R1. As principais alteracfes
ocorreram a partir de 5% da dose do herbicida. Importante ressaltar que
nestes estadios de desenvolvimento ocorre grande demanda de
citocininas pelas plantas, necessaria para a formacdo da panicula. Com
isso, vale introduzir a hip6tese de que o glifosato pode estar atuando em
algum sitio de sintese e/ou expressdo das citocininas, e portanto,
alterando o posicionamento das espiguetas. Esta hipdtese é baseada na
informacéo de que o teor endégeno de citocinina controla o nimero de
grdos por panicula em arroz e a sua distribuicio (ASHIKARI et al.,
2005; ASHIKARI et al., 2008). Fu et al. (2013) evidenciaram que a
disponibilidade de fitohormonios influencia diretamente na quantidade
de gréos por panicula e no enchimento de gréos.

As citocininas sd8o hormoénios reguladores da divisdo celular
vegetal e importantes para formacdo dos grdos de arroz (MATSUO, et
al., 1995). Sédo sintetizadas nas raizes, em embrides em
desenvolvimento, folhas jovens, frutos e nos tecidos da galha da coroa
Em arroz é comprovado que a citocinina é sintetizada principalmente
nas raizes (MATSUO et al., 1995). As formas livres de citocinina séo
zeatina (Z), zeatina ribozidica (Zr), isopentenil adenina (iP) e
isopenteniladenosina (iP[9R]).

A citocinina proporciona a ocorréncia de um crescimento
controlado e organizado da forma e da estrutura das plantas superiores.
As citocininas também provocam a diferenciacdo dos grupos de células
que formam os tecidos e que se tornardo futuramente, as diferentes
partes das plantas (McGAW et al., 1995). Contudo, vale ressaltar que as
citocininas podem interagir com as giberelinas e auxinas.

O fluxo preferencial do hormonio é em direcdo ao tecido que
esteja precisando de uma demanda do horménio para suas fungdes
especificas. Isso vale tanto para citocininas produzidas na planta quanto
para citocininas aplicadas externamente no vegetal.

A citocinina pode ser degradada pela citocinina oxidase
(OsCKX2) que pode desempenhar um papel na regulacdo dos niveis
enddgenos desse horménio. Uma super-expressdo dessa enzima resulta
diretamente na reducdo na quantidade de citocinina. A atividade da
enzima € induzida por altas concentracdes de citocinina devido, pelo
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menos em parte, ao aumento dos niveis do RNA de um subgrupo de
genes.

A molécula de glifosato na célula vegetal inibe enzimas da rota
do acido chiquimico diminuindo a biosintese dos aminoacidos
aromaticos, triptofano, fenilalanina e tirosina (SHARON et al., 1992).
Segundo Carbonari et al. (2007), o glifosato promove um aumento da
absorcdo e acimulo de fosforo nas células, o que leva a uma maior
expressdo de genes que codificam proteinas de transporte do fésforo na
membrana plasmatica. Sabendo que o fdsforo € essencial para sintese de
RNA, DNA e citocininas, e que estas Ultimas podem ter sua sintese a
partir no AMP ciclico e tRNA, é possivel que o glifosato esteja
relacionado com o aumento da divisdo e padrdo de diferenciacdo celular.
Desta forma, citando o envolvimento das citocininas no processo, uma
vez que estas aumentam a expresséo de genes responsaveis pelo controle
do ciclo celular.

Vale comentar, que 0s mecanismos de percepc¢do e transducédo de
sinais na célula sdo similares, porém, o programa molecular pode ser
sinalizado por diferentes mecanismos. Uma vez que o glifosato aumenta
a sintese de receptores proteicos da membrana plasmaética e estes
promovem um aumento da taxa de transcrigdo ou alteracdo no padrdo de
transcricdo dos genes, pode-se sugerir que a ativacdo dos genes
responsaveis pela caracteristica espiguetas agrupadas em arroz seja a
partir deste mecanismo celular. Portanto, essa compreensdo reforca a
ideia de que genes ja presentes na espécie, porém, inativos, podem ser
expressos por meio de elicitores, neste caso, o glifosato, justificando a
presenca do fenotipo nas plantas descentendes.

Com os resultados deste trabalho ficou evidente que a deriva de
glifosato  é eficiente como indutor da caracteristica espiguetas
agrupadas em arroz nos estadio RO e R1. No entanto, ndo agrega maior
nimero de grdos por paniculas, ndao contribui com o aumento do
tamanho da panicula e ndo reduz o espacamento entre graos.

A discussdo a cerca dos resultados apresentados ficou um pouco
prejudicada pois ndo existe na literatura nenhuma referéncia com arroz
e/ou outra graminea que trate do glifosato como indutor da caracteristica
espigueta agrupada.
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Figura 20. Paniculas de arroz da cultivar SCS117 CL em trés estadios de
desenvolvimento (M9, RO e R1) ap6s aplicacdo de 1, 5, 10 e 20% da dose
comercial (3 L/ha) de glifosato.
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Figura 21. Paniculas de arroz da variedades SC 450 CL em trés estadios de
desenvolvimento (M9, RO e R1) ap6s aplicagdo de 1, 5, 10 e 20% da dose
comercial (3 L/ha) de glifosato.
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CONCLUSOES

A exposi¢cdo, mesmo que causada por deriva, de glifosato pode
induzir a expressdo da caracteristica espiguetas agrupadas em arroz nos
estadios reprodutivos RO e R1.

Os resultados obtidos permitem levantar a hip6tese de que o
glifosato atue no sitio de atuacdo do horménio citocinina, e que este, por
sua vez, direta ou indiretamente, controle a expressdo da caracteristica
espiguetas agrupadas. Esta hipotese podera ser testada futuramente.



CAPITULO V
Conclusdes Gerais

Os resultados da presente tese permitem concluir que:

% A caracteristica espiguetas agrupadas em arroz é de base
qualitativa, sendo que este gene deve sofrer efeito de
gpistasia de um segundo gene, e ambos sdo ligados em
repulsdo por 30 cM sendo a interagdo alélica de co-
dominancia;

£ O marcador RM 20330 foi eficiente para identificar os
gendtipos portadores do fen6tipo espiguetas agrupadas da
Epagri e também da Embrapa. J4 0 SSR RM 6446 nao é
polimérfico para a caracteristica em questdo, portanto, nao é
um marcador;

£ A caracteristica espiguetas agrupadas ndo contribuiu
significativamente para a melhoria dos componentes de
rendimentos para as linhagens de arroz avaliadas.

+ Dentro do quisito curiosidade, constatou-se que a exposicéo
de glifosato, mesmo que causada por deriva, pode induzir a
expressdo da caracteristica espiguetas agrupadas em arroz
nos estadios reprodutivos RO e R1.
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CAPITULO VI
Consideracdes para o0 melhoramento genético de arroz
irrigado

A caracteristica espiguetas agrupadas em arroz irrigado sempre
despertou muita expectativa em toda cadeia produtiva orizicola
catarinense, desde a sua descoberta em 1997 pela Epagri-EEI.

De 1997 a 2012 o projeto arroz da Epagri-EEI através do
melhoramento genético realizou 385 cruzamentos envolvendo a
caracteristica espiguetas agrupadas. Entre estes 385 cruzamentos, 185
ainda estdo sendo avaliados em geracGes segregantes.

A partir destes cruzamentos foi possivel obter 31 linhagens que
chegaram a ser avaliadas em ensaios regionais. Estas linhagens foram
fenotipadas com paniculas do tipo 1, 2 e 4. Nenhuma das linhagens com
agrupamento  das espiguetas (Tipo 1 e 2) mostrou potencial em
produtividade, e além disso, sempre se mostravam com baixa qualidade
de gréos e suscetibilidade a brusone.

Com o cruzamento Epagri 108/Multiespigueta//RCN-B-93-83
obteve-se a linhagem SC 421, a qual foi langada como cultivar em 2010,
nomeada de SCS116 Satoru. No entanto, mostrou-se promissora a ser
langcada como cultivar sendo fenotipada como do tipo 4 (simples), ou
seja, sem agrupamento das espiguetas.

Como ndo foi possivel corresponder a expectativa criada de
alcangar produtividades em torno de 14 t/ha ao longo destes 16 anos,
muitas lacunas foram abertas, muitas dividas foram surgindo sobre o
mecanismo genético desta caracteristica, inclusive sobre as possiveis
rotas metabdlicas envolvidas, e de que forma este fendtipo contribui
com os fatores de rendimento. Procurando responder a essas questdes,
foi desenvolvida a presente tese, que se constitui no primeiro estudo
mais aprofundado sobre a caracteristica espiguetas agrupadas.

O conhecimento sobre as bases genéticas envolvidas com a
caracteristica em questdo, sdo informacBes geradas nesta tese que
servirdo de base para futuros trabalhos de melhoramento genético.

A comprovacdo da aproximacao do marcador SSR RM 20330 ao
gene da caracteristica de interesse é fundamental e serve de base para
trabalhos futuros de mapeamento genético, sele¢do assistida por
marcadores e sintenia com outras espécies.
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De grande importancia ao melhoramento genético deste cereal,
é 0 conhecimento oferecido por esta tese sobre o fato de que a
caracteristica espiguetas agrupadas ndo contribui significativamente com
incrementos nos componentes de rendimento. E possivel contribuir com
0 melhoramento genético de arroz afirmando ser dispensavel trabalhar
com a caracteristica espiguetas agrupadas na busca por saltos em
produtividade. Talvez, melhorias no processo fisiologico da planta de
arroz possa ser fator prioritario no processo evolutivo desta espécie para
que a planta tenha condigcBes de oferecer alta densidade de grdos na
panicula. Em outras palavras, seria preciso maiores estudos a cerca da
genética e fisiologia envolvida na expressao da caracteristica.

Com o estudo de deriva de glifosato, comprovando que este
herbicida provoca a expressdo da caracteristica espiguetas agrupadas
especificamente em estadios reprodutivos do arroz, podem servir de
base para levantar a hipotese de que teores enddgenos de citocininas
podem influenciar a expressao do fenotipo em questéo.

Finalmente, tdo ou mais relevantes do que os resultados obtidos,
dividas e outras perguntas ainda sem respostas sdo importantes de
serem perseguidas para o beneficio do melhoramento genético e manejo
do cultivo do arroz, um valioso recurso genético da humanidade.
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