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RESUMO

RELACOES BIOQUIMICAS E MOLECULARES DA GERMINACAO E
EMERGENCIA EM ARROZ

Autor: Malone, Gaspar.
Orientador: Prof. Ph.D: Silmar Teichert Peske

RESUMO - No presente trabalho, uma cole¢dao de ecotipos de arroz vermelho,
com promissoras caracteristicas fisioldgicas associadas aos componentes de vigor de
sementes, foi utilizada como fonte de trabalho para a execugdo de trés trabalhos de
pesquisa que visam melhor entender o processo de germinagdo/emergéncia em arroz.
Num primeiro trabalho, foi realizada uma caracterizagao bioquimica e molecular desta
colecdo com o objetivo de identificar aqueles que apresentaram melhor potencial de
hibridizacdo para a obtencao de populagdes segregantes de mapeamento genético. Num
segundo trabalho de pesquisa, um dos genes da a-amilase do arroz, fortemente ligado ao
processo de degradacdo das reservas do endosperma durante o processo de germinagao,
foi analisado através de estudos de Seqlienciamento de DNA, para a identificacdo de
mutantes para este gene entre os membros da colegdo de ecotipos de arroz vermelho. Os
efeitos das mutagdes foram assim, analisados em relacdo ao desempenho fisioloégico dos
ecotipos. No terceiro trabalho, uma populacao segregante proveniente do cruzamento
entre o ecotipo de arroz vermelho FFS-45 (com o carater germinagdo/emergéncia em
grandes profundidades do solo) e a cultivar BRS 7 “taim” (sem o carater), foi utilizada
para a realizacdo de estudos de associagdo de marcadores moleculares ligados ao
carater, utilizando a técnica de analise de DNA em bulk. Ao todo, cinco marcadores
foram identificados como associados ao carater germinagdo/emergéncia. Os resultados
geraram informagdes que contribuiram para o entendimento do processo

fisioldgico/molecular de germinacdo/emergéncia em sementes de arroz.

Palavras-chave: Oryza sativa L., Populagdes segregantes, Marcadores moleculares,

Emergéncia.
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SUMMARY

BIOCHEMICAL AND MOLECULAR RELATIONS OF GERMINATION AND
EMERGENCE IN RICE

Student: Malone, Gaspar.
Adyviser: Prof. Ph.D. Silmar Teichert Peske.

SUMARY - In this work, a collection of red rice ecotypes, with promising
physiological characteristics associated to seed vigor, was used to conduct three studies
to understand the germination/emergence process in rice. In the first study, a
biochemical and molecular characterization of the collection was performed to identify
the parent’s with the best hybrid potential to obtain segregant mapping populations. In
the second study, the AMY1 a-amylase gene of rice, involved in the breakdown of
endosperm starch during germination, was analyzed by DNA sequencing, to identify
mutants to this gene from red rice ecotypes. The mutation effects were analyzed thought
physiological performance of ecotypes. In the last study, an segregant population from
FFS-45 red rice ecotype (with germination/emergence character) and BRS 7 “taim”
cultivar (without the character), was used to identify molecular markers linked to the
trait by DNA Pooling methodology. The molecular markers identified were used to
gene prospection in the respective genomics regions. Five SSR markers were identified
linked to germination/emergence process. Results of these researches generated a great
amount of data that can be contribute to understand the physiological/molecular process

involved in rice seed germination/emergence process.

Key-words: Oryza sativa L., segregant populations, Molecular markers, Emergence.



1. INTRODUCAO GERAL

Pode-se comecar o seguinte pardgrafo formulando algumas perguntas, tais
como: Germinagdo e emergéncia sao a mesma coisa? O que ¢ o vigor de sementes? Tem
sido bastante dificil formar uma defini¢ao para cada um destes conceitos, pois, embora a
germinagdo acabe com a emissao da radicula, o desenvolvimento da plantula até que ela
atinge a superficie do solo também fazem parte do processo germinativo. Uma plantula
em crescimento, germinou de uma semente que estava no solo, a alguns centimetros da
superficie e, portanto, a plantula teve que percorrer certa distdncia entre a semente e a
superficie para se converter em um organismo fotossintetizante e autotrofico. A partir
deste ponto pode se dizer que a plantula emergiu. Entretanto, até este momento, a
mesma era totalmente mantida pelas reservas contidas nas sementes. Deste modo pode
se afirmar que a germinagdo ¢ uma combinagdo de fatores que se reflete sobre o
potencial da semente para estabelecer uma plantula normal, conhecido comumente
como “vigor da semente”.

E importante destacar as variagdes do conceito de germinagio sob os diferentes
pontos de vista. Para o fisiologista de sementes, por exemplo, a germina¢do acontece
com a emissao da radicula, portanto, muito antes dela emergir do solo. O analista de
sementes considera germinada a semente que consegue produzir uma plantula normal e
sadia sob condi¢des adequadas de ambiente. E para os agricultores, o mais interessante
¢ o numero de plantas por area, portanto, para eles, germinagdo ¢ sindnimo de
“emergéncia”’ de plantulas no campo. Embora haja discrepancias de conceitos, na
pratica todos eles devem ser considerados.

O vigor de sementes ¢, sem duvidas, um dos mais importantes atributos
agrondmicos que garantem um adequado estande de plantas no campo, especialmente

em cereais de climas temperados, onde fatores tais como: praticas de manejo



ineficientes, ou temperaturas do solo inadequadas, impdem as sementes um estresse que
influencia diretamente no crescimento e desenvolvimento das plantulas (Redona &
Mackill, 1996; Cui et al., 2002; Zhang et al., 2005). O melhoramento de caracteres
associados 4 qualidade fisiologica das sementes se constitui atualmente num dos
maiores desafios dos programas de melhoramento. O problema ¢ que, na maioria dos
casos, o melhorista, simplesmente, tem pouca compreensdo do que a qualidade
fisiolégica da semente representa e qual a sua importancia na producdo da lavoura.
Ganhar a atencdo dos melhoristas e/ou geneticistas tem sido a principal dificuldade
(Delouche, 2006).

O vigor de sementes ndo somente incrementa a percentagem de plantas
emergidas como também, confere habilidade para competir com espécies daninhas no
campo. Em arroz, o percentual de germinagdo e a rapida emergéncia das plantulas no
campo constituem-se nos dois atributos principais que caracterizam o vigor de
sementes, sendo particularmente importante durante as fases iniciais de
desenvolvimento, onde a competi¢do com plantas daninhas ¢ muito severa durante o
estabelecimento da cultura. O periodo de emergéncia e o estddio de plantula
representam um periodo particularmente sensivel, sendo uma fase decisiva para a
sobrevivéncia da planta e para a distribuicdo espacial de uma populagdo. Entre as
caracteristicas desejadas de cultivares de arroz irrigado, citam-se plantas com elevado
vigor vegetativo inicial, procurando-se plantas mais vigorosas na germinagao.

A importancia do vigor de sementes para a agricultura é considerada por
Kryzanowsky & Franga - Neto (1999), no rapido e uniforme estabelecimento da
popula¢do adequada de plantulas no campo, pois, a qualidade dessas plantulas ird
refletir nos resultados da producdo. Conseqiientemente, o vigor ¢ o atributo de
qualidade que melhor expressa o desempenho da semente, no que concerne ao seu ciclo
vital de reproducdao e propagagao da espécie. Trabalhando com desuniformidade na
profundidade de semeadura de sementes de aveia Almeida & Mundstock (2001)
concluiram que, a competi¢do intra-especifica resultante da desuniformidade na
emergéncia afetou a alocacdo de massa seca nas plantas, determinando menor emissao
de afilhos e menor alocacdo de matéria seca no colmo principal e afilhos. Isto,
possivelmente associado a diferencas no metabolismo das reservas.

A grande maioria das espécies cultivadas possui limitada variabilidade genética,
decorrente principalmente da utilizagdo de germoplasma muito aparentado como

genitores nos programas de melhoramento, resultando no estreitamento da base genética



das populagdes para a obtengao de novas cultivares e, conseqiientemente, diminuindo os
ganhos genéticos com a selegdo (Cooper et al., 2001). O nivel de diversidade genética
varia muito de espécie para espécie, desde a alta homogeneidade das linhas puras de
espécies autégamas, como arroz, trigo, tomateiro e soja, até a alta variabilidade em
espécies alogamas florestais, como o eucalipto. Em teoria, quanto menor a variabilidade
genética, menores as chances de se obter resultados satisfatdrios em longo prazo
(Falconer, 1987). A perda de diversidade genética faz parte da historia evolutiva durante
a domesticacdo de grande parte das espécies vegetais cultivadas, seja por interferéncia
do homem ou por sele¢do natural.

Para varios cultivos, os melhoristas tém utilizado somente uma fracao dos
recursos genéticos de plantas que estdo disponiveis, € os ganhos obtidos até hoje sdo
devidos justamente a exploracdo desta variabilidade genética limitada. A ampliagcdo da
base genética do arroz, através da incorpora¢ao de gendtipos com grande variabilidade
genética como novos genitores nos programas de melhoramento, permite que novas
combinagdes alélicas possam ser obtidas e selecionadas, resultando em cultivares
comerciais que atendam as demandas da cultura.

Entre os métodos mais utilizados para ampliacdo da base genética, a obtengao de
grandes populacdes segregantes provenientes de cruzamentos amplos, envolvendo
normalmente um gendtipo elite e um genotipo exdtico (variedades antigas e espécies
silvestres, parentes de espécies cultivadas) tem sido a opcdo mais utilizada para a
incorporacdo ¢ disponibilizacdo de novos genes aos programas de melhoramento
(Dekkers & Hospital, 2002).

O desenvolvimento de marcadores moleculares abre a possibilidade de obtengao
de estimativas da diversidade genética de acessos armazenados em bancos de
germoplasma com muito maior precisdo do que as baseadas unicamente na analise
morfologica. Acessos com perfis de DNA mais distintos em relacdo as linhagens e
cultivares comerciais provavelmente contém um ntimero maior de novos alelos de genes
relacionados a caracteristicas de interesse (Tanksley & McCouch, 1997).

Com a obtencdo de populacdes segregantes e a utilizagdo de avangadas técnicas
de biotecnologia e marcadores moleculares torna-se possivel a localizagcdo e clonagem
dos genes relacionados com caracteristicas de interesse a fisiologia de sementes.

Presume-se que um grande nimero de genes esteja envolvido na expressao do

vigor de sementes, o que o constitui numa caracteristica quantitativa, ou QTL



(Quantitative Trait Loci), com varios genes envolvidos na expressdo fenotipica do
carater.

Para o estudo de QTLs, sdo desenvolvidas grandes populagdes segregantes as
quais sdo analisadas utilizando técnicas de marcadores moleculares, e através de uma
caracterizacdo fenotipica da expressao do QTL em cada um dos individuos da
populagao.

Caso um determinado marcador se correlacionar favoravelmente a uma
determinada caracteristica, provavelmente este marcador estard muito proximo ao gene
responsavel pela expressdo desta caracteristica. Os marcadores identificados podem ou
nao corresponder a genes de fato, podendo ser compostos por parte do gene ou,
inclusive, por uma regido adjacente ao gene de interesse. Neste caso, quanto mais
afastado estiverem estes marcadores dos genes responsaveis pela expressio da
caracteristica, maior a chance de que, em uma meiose, estes marcadores segreguem
independentemente do gene, perdendo-se a relacao entre a presenca do marcador e o
alelo favoravel.

Apds a identificacdo de marcadores relacionados a caracteristicas de interesse
através da analise de QTLs, podem-se conduzir testes de DNA nas linhagens derivadas
do cruzamento inicial, para descobrir e selecionar as plantas que possuam os alelos
favoraveis em homozigose para os QTLs identificados. A este procedimento
convencionou-se chamar de Selecdo Assistida por Marcadores (SAM). Vdrios autores
tém identificado ¢ mapeado genes e QTLs (Quantitative Trait Loci) associados com
vigor de sementes utilizando grandes populagdes segregantes e¢ Linhas Endogamicas
Recombinantes (LERs) em arroz (Redofia and Mackill, 1996; Cui et al., 2002; Zhang et
al. 2005).

Os objetivos deste trabalho sdo:

- Analisar a variabilidade genética em uma colecdo de ecoOtipos de arroz
vermelho, através da utilizagdo de marcadores bioquimicos do tipo isoenzimas e
marcadores moleculares do tipo microssatélite.

- Revelar varia¢des nucleotidicas simples em trés regides internas do gene o-
amylase AMY 1. Numa colecao de arroz vermelho e estudar o efeito destas variagdes na
expressao fenotipica da germinagdo/emergéncia em arroz.

- Prospectar e caracterizar genes associados 4 germinacdo/emergéncia em
grandes profundidades do solo em arroz, mediante a identificagdo de marcadores

moleculares do tipo microssatélite.



2. CAPITULO 1

CARACTERIZACAO BIOQUIMICA E MOLECULAR DE ECOTIPOS DE
ARROZ VERMELHO COLETADOS NO ESTADO DE RIO GRANDE DO SUL



2.1. RESUMO

O arroz vermelho constitui-se no competidor de maior influéncia no cultivo de
arroz no Brasil, podendo alcangar 80-90% de infestagdo quando as praticas culturais ndo
sdo devidamente aplicadas. O prejuizo anual supera 250 milhdes de reais, considerando-
se as perdas em toda a cadeia produtiva do arroz. Por outro lado, o arroz vermelho
constitui-se num acervo de genes perdidos durante a domesticacdo do arroz cultivado e
podera ser de fundamental importancia para a recuperagdo de constituicdes génicas
promissoras. Porque compartilha caracteristicas morfologicas e eventos fisiologicos
importantes com o arroz cultivado. As iniciativas de mapeamento génico, projetos
genomas e de prospecgdo de genes estdo contribuindo para isso. O propodsito desde
trabalho foi analisar a variabilidade genética de uma cole¢do de ecdtipos de arroz
vermelho (Oryza sativa L.) coletados no Estado de Rio Grande do Sul (Brasil), através
de marcadores bioquimicos do tipo isoenzimas ¢ moleculares do tipo microssatélites.
Trinta e quatro ecétipos, pertencentes ao banco de germoplasma do Laboratorio de
Sementes e Biotecnologia (FAEM/UFPel), foram analisados utilizando seis sistemas
isoenzimaticos ¢ 19 marcadores microssatélites. Vinte e trés alelos bioquimicos e 55
moleculares foram identificados e utilizados para estimar os indices de polimorfismo
(PIC) e similaridade genética. Ambos os sistemas de deteccdo de polimorfismo
revelaram elevado grau de polimorfismo na populacdo de arroz vermelho analisada,
evidenciando sua potencialidade para o mapeamento de caracteristicas de interesse a

fisiologia de sementes.

Palavras-chave: Oryza sativa L., marcadores bioquimicos, marcadores

microssatélites, variabilidade genética.



2.2. ABSTRACT

Red rice is a major competitor of cultivate rice in Brazil, could reach 80-90% of
infestation when cultural practices are not properly applied. The annual damage
overcomes US$ 100 million, considering the losses in the rice productive chain. On the
other hand, the red rice constitutes in a collection of lost genes during breeding of the
cultivated rice and has a fundamental importance for recovering promising genetics
constitutions. I shares important morphologic and physiologic characteristics with the
cultivated rice. Gene mapping, genome sequencing and gene prospection projects are
contributing to that. This work has the objective to analyze the genetic variability of an
red rice ecotypes collection (Oryza sativa L.) from Rio Grande do Sul state (Brazil),
through isoezimatics and microssatelites markers. Thirty four ecotypes, from the
germplasm bank of Laboratorio de Sementes e Biotecnologia (FAEM/UFPel), were
analyzed using 6 isoenzimatics systems and 19 microssatelites markers. Twenty three
biochemical and 55 moleculars alleles were identified and used to estimate the
polymorphism (PIC) and genetic similarity indexes. Both polymorphism system
detection showed a wide polymorphism index thought red rice population, promising a

great potential to genetic mapping of physiological seed traits.

Key-words: Oryza sativa L., biochemical markers, microsatéllites markers, genetic

variability.



2.3. INTRODUCAO

O arroz ¢ uma das espécies que mantém maior nimero de colecdes de
germoplasma ex-situ no mundo (Jackson & Juggan 1993). O acesso a essa colegdo de
cultivares, ecotipos selvagens e seus parentes daninhos, ¢ que o converte num alvo de
interesse para programas de melhoramento e de produgdo de sementes. O surgimento
das tecnologias de marcadores bioquimicos na década de 60, e de DNA na década de
80, auxiliou decisivamente na caracterizagdo ¢ manutencao destes recursos genéticos de
tao elevado valor a pesquisa ¢ ao desenvolvimento (Olufowote et al., 1997; Virk et al.,
1995) e na determinagdo da estrutura genética e padrdes de variabilidade entre as

cultivares (Akagi et al., 1997; Mackill, 1995; Yang et al., 1994).

Desta manera, os marcadores bioquimicos, do tipo isoenzimas, apresentam
algumas desvantagens em relagdo as demais técnicas de caracterizacdo molecular
utilizadas atualmente. As isoenzimas sdo produtos da expressdo génica e
conseqlientemente, altamente influenciadas pelo ambiente. Isto, sem duvida, constitui-se
numa grande desvantagem em relagdo as demais técnicas de marcadores moleculares.
Portanto, técnicas isoenzimaticas sdo altamente influenciadas pelo estadio de
desenvolvimento, pois os genes que controlam a sua expressdo manifestam-se em
determinados estadios do desenvolvimento e em 6rgdos e tecidos especificos (Ramirez

etal., 1991).

Diferentemente dos descritores morfoldgicos e bioquimicos, os marcadores
moleculares podem revelar diferengas entre os genotipos de forma mais eficiente e o
que ¢ mais importante, por atuarem diretamente sobre o genoma do organismo, sao mais

estaveis, ndo sdo influenciados pelo ambiente (Malone & Zimmer, 2005). Entre os



varios tipos de marcadores moleculares que estdo disponiveis atualmente, merecem
destaque Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) (Botstein et al., 1980),
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) (Willwams et al., 1990), Amplified
Fragments Length Polymorphism (AFLP) (Vos et al., 1995) ¢ Microsatelites ou Simples
Sequence Repeats (SSR) (Tautz, 1989).

Os microssatélites sao marcadores baseados na amplificacdo de DNA pela Reagao
em Cadeia da Polimerase (PCR — Polimerase Chain Reaction) e tém sido muito
utilizados pelos geneticistas de plantas, especialmente por apresentar uma relagdo
custo/beneficio elevada e, dependendo da espécie, um grande nimero de microssatélites
pode ser obtido. No arroz, centenas de locus SSR tém sido seqiienciados e
disponibilizados publicamente (Panaud et al., 1995; Chen et al., 1997; Temnykh et al.,
2000). Comparado com as demais técnicas, os marcadores moleculares do tipo
microssatélites sdo altamente polimoérficos e apresentam elevada capacidade para
detectar polimorfismos entre os diferentes acessos, espécies ou individuos de uma
mesma populacdo. Varios trabalhos manifestam a sua utilidade e aplicabilidade em

arroz (Wu & Tanksley, 1993; Yang et al., 1994, Akagi et al., 1997).

Os marcadores do tipo microssatélites, assim como os marcadores do tipo
isoenzimatico apresentam uma vantagem em comum. Ambos sdo marcadores de tipo
co-dominante, o que possibilita a identificagdo de todos os alelos (variantes) para um
mesmo gene/locus. Isso ¢ de fundamental importancia em estudos de estruturagdo
genética de populagdes, analises de paternidade e contaminagdes genéticas, por

exemplo.

Virios estudos sobre diversidade genética em arroz vermelho tém sido reportados.
Como exemplo, colegdes de arroz vermelho tém sido classificadas nas subespécies
Indica e Japonica com base em caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas, isoenzimas e
marcadores moleculares do tipo RFLP e RAPD (Cho, et al., 1995; Suh et al., 1997).
Langevin et al. (1990), analisaram a similaridade genética entre o arroz vermelho e as
variedades comerciais utilizando os sistemas isoenzimaticos Catalase (CAT), Isocitrato
Deshidrogenase (IDH) e Fosfoglucoisomerase (PGI). Trabalhos semelhantes
desenvolvidos por Augustin et al. (1997), diferenciaram o arroz vermelho das
variedades de arroz comerciais utilizando as enzimas Fosfoglucoisomerase (PGI) e

Esterase (EST).
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Marcadores do tipo microssatélite também tém sido utilizados na caracterizagao
de populacdes de arroz daninho e na identificagdo de hibridizacdes entre as cultivares

convencionais e os diferentes tipos de arroz infestante (Gealy et al., 2002).

O conhecimento da relacdo genética podera ser considerado para a escolha de
genitores em estudos de hibridizagdes com variedades de arroz cultivado na geragao de
populagdes de mapeamento, visando o desenvolvimento de marcadores ou a clonagem
de genes relacionados a caracteres de interesse 4 fisiologia de sementes, tais como

germinacgdo a grandes profundidades, vigor, tolerancia ao frio e ciclo.

O presente trabalho teve por objetivo analisar a variabilidade genética em uma
colecdo de ecotipos de arroz vermelho, através da utilizagao de marcadores bioquimicos
e marcadores moleculares, para auxiliar na escolha de genitores de uma populacido de

mapeamento para o carater germinagao/emergéncia em arroz.
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2.4. MATERIAL E METODOS

Trinta e quatro ecotipos de arroz vermelho, coletados nas regides produtoras de
arroz, no Estado do Rio Grande do Sul. Sementes de cada um desses ecétipos foram
colocadas para germinar, acondicionadas em rolo de papel, a 25°C de temperatura,
segundo indicacdo das Regras para Analise de Sementes (RAS) (Brasil, 1992). Apds 15
dias, material foliar proveniente de um bulk de 10 plantulas para cada ecotipo foi
coletado e imediatamente congelado a -20°C até o momento da extragdo de DNA,
conforme protocolo CTAB 2% (Saghai Maroof et al., 1994). Para extracdo de

isoenzimas, foram utilizadas 10 sementes secas de cada ecotipo.

Para a analise molecular utilizando marcadores moleculares microssatélite foram
utilizados 19 pares de primers microssatélites (Tabela 2.1) escolhidos segundo Panaud

et al. (1995).

As reacdes de amplificacdo (PCR) foram realizadas em termociclador MJ research
modelo PTC-100. Cinqiienta ng de DNA gendmico total foram combinados com 330
nM de cada primer microssatélite, 250 uM de cada ANTP e 0,6U de Taq DNA
polimerase em volume final da reacdo de 15 pL. O seguinte programa de amplificacao
foi utilizado: (i) desnaturacdo inicial de 3 min a 94°C, (ii) 35 ciclos de 94°C por 1 min,
55°C por 2 min, 72°C por 1,5 min, e (iii) extensdo final a 72°C por 5 min. O produto da

amplificacao foi visualizado em géis de agarose 3% corados com brometo de etideo.

Para a analise bioquimica utilizando marcadores do tipo isoenzimas, o bulk de 10
sementes para cada um dos 34 ecoétipos, foi macerado no tampado de extragdo, em gral
de porcelana sobre cubos de gelo. De cada uma das amostras, 200 mg do extrato vegetal

foram colocados em tubo eppendorf acrescidos de solucdo extratora (tampao do gel +
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0,15% de 2-mercaptoetanol) na propor¢ao 1:3 (p/v). Foram utilizados os sistemas
isoenzimaticos Esterase (EST), Fosfatase Acida (ACP), Glutamato Deshidrogenase
(GDH), Glutamato Oxalacetato Transaminase (GOT), Malato Deshidrogenase (MDH) e
Alcool Deshidrogenase (ADH).

TABELA 2.1 - Seqiiéncia de anelamento ¢ localizagdo cromossémica dos 19 Primers

microssatélite utilizados. UFPel/Pelotas, 2006.

Seqiiéncia de anelamento (5°-3”)

Primer Cromossomo Sense (sentido 3°-57) Antisense (sentido 5°-3”)
RMS55 3 CCGTCGCCGTAGTAGAGAAG TCCCGGTTATTTTAAGGCG
RMS81 1 GAGTGCTTGTGCAAGATCCA CTTCTTCACTCATGCAGTTC
RM202 11 CAGATTGGAGATGAAGTCCTCC  CCAGCAAGCATGTCAATGTA
RM205 9 CTGGTTCTGTATGGGAGCAG CTGGCCCTTCACGTTTCAGTG
RM207 2 CCATTCGTGAGAAGATCTGA CACCTCATCCTCGTAACGCC
RM210 8 TCACATTCGGTGGCATTG CGAGGATGGTTGTTCACTTG
RM212 1 CCACTTTCAGCTACTACCAG CACCCATTTGTCTCTCATTATG
RM219 9 CGTCGGATGATGTAAAGCCT CATATCGGCATTCGCCTG
RM220 1 GGAAGGTAACTGTTTCCAAC GAAATGCTTCCCACATGTCT
RM222 10 CTTAAATGGGCCACATGCG CAAAGCTTCCGGCCAAAAG
RM223 8 GAGTGAGCTTGGGCTGAAAC GAGGCAAGTCTTGGCACTG
RM232 3 CCGGTATCCTTCGATATTGC CCGACTTTTCCTCCTGACG
RM233 2 CCAAATGAACCTACATGTTG GCATTGCAGACAGCTATTGA
RM234 7 ACAGTATCCAAGGCCCTGG CACGTGAGACAAAGACGGAG
RM239 10 TACAAAATGCTGGGTACCCC ACATATGGGACCCACCTGTC
RM241 4 GAGCCAAATAAGATCGCTGA TGCAAGCAGCAGATTTAGTG
RM247 12 TAGTGCCGATCGATGTAACG CATATGGTTTTGACAAAGCG
RM249 5 GGCGTAAAGGTTTTGCATGT ATGATGCCATGAAGGTCAGC
RM261 4 CTACTTCTCCCCTTGTGTCG TGTACCATCGCCAAATCTCC

RM — Rice Microsatéllite

A eletroforese das isoenzimas foi realizada em géis de poliacrilamida 7%,
colocando 20 pL de cada amostra, em orificios feitos com o auxilio de um pente de
acrilico. Os géis foram colocados em cubas eletroforéticas mantidas em camara fria com
temperatura entre 4 e 6°C. As migracdes eletroforéticas foram realizadas com uma
diferenca de potencial de 10 V ecm™, até que a frente de corrida, formada pelo azul de
bromofenol, atingisse 9 cm do ponto de aplicacdo. Foram utilizados os sistemas de

coloragdo descritos por Scandalios (1969) e Alfenas (1998).

O Conteudo de Informagdo Polimoérfica (PIC — Polymorphism Information
Content), proposto por Anderson et al. (1993), foi calculado em fun¢do do numero de
alelos detectados, da sua distribuicdo e freqliéncia, para determinar os valores de cada
marcador, molecular e isoenzimatico, na detec¢ao de polimorfismo entre os 34 ecotipos
de arroz vermelho analisados. Os valores de PIC para cada marcador foram

determinados conforme a seguinte formula:
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PIC, =1-) P}
j=1

Onde Pij ¢ a freqiiéncia de cada padrdo para o marcador i, a soma se estende por
todos os padrdes. O calculo foi baseado no nimero de alelos detectados por um
marcador para um determinado loci e a freqiiéncia relativa de cada alelo no conjunto
dos 34 ecétipos analisados. O valor do PIC varia de 0 para perfis monomorficos, até 1
para perfis altamente polimoérficos. Esse valor estd relacionado com o niimero de alelos,
que por sua vez estd diretamente relacionado com a divergéncia e com o numero de

genotipos em estudo.

A presenca (1) ou auséncia (0) de cada alelo microssatélite e isoenzimatico foi
determinada e utilizada para a constru¢do de uma matriz bindria para analise. As
analises de similaridade genética, cofenética e de agrupamento foram realizadas
utilizando o programa computacional NTSyS pc 2.1 (Rohlf, 2000). A similaridade
genética foi estimada usando o coeficiente de NEI & LI (Nei & Li, 1979). A
similaridade genética média e andlise de bootstrapping com 1000 amostragens foram
utilizadas como pardmetros para a formacdo dos grupos. Os 34 ecotipos foram
agrupados com base na matriz de similaridade genética utilizando o método de ligacao

completa.
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2.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise de microssatélite

Os 19 primers microssatélite utilizados detectaram 54 alelos nos 34 ecétipos de
arroz vermelho, dos quais 52 (96,29%) foram polimodrficos O ntimero de alelos por loco
variou de 1 até 4, com uma média de 2,89 alelos por loco. Embora fosse esperada alta
variabilidade genética em fun¢do de serem ecotipos selvagens, esse valor ¢ considerado
elevado para uma espécie diploide. Analisando uma colegdo de 56 variedades
comerciais com 249 marcadores AFLP, Malone et al. (2005a) identificaram uma taxa de
polimorfismo de 82,4%.

O PIC variou de 0 (zero) até¢ 0,9706, com uma média de 0,53 (Tabela 2.2). Esse
valor ¢ similar ao estimado por Ni et al. (2002), que analisando cultivares de arroz das
subespécies Indica e Japonica detectaram um valor médio de PIC de 0,62. Dos 19
primers analisados, 17 amplificaram mais de uma banda por genétipo, evidenciando que
existe um elevado grau de heterozigose e variabilidade genética entre os ecotipos
estudados, com destaque para os locos RM202, RM212 ¢ RM 223, os quais
apresentaram apenas um alelo no ecotipo 45. Da mesma forma, o loco RM205
apresentou um alelo somente nos ecétipos 3 e 45. Seguindo o raciocinio, o ecotipo 26
foi o tGnico em apresentar um alelo no loco RM207 e o ecotipo 31, o unico em
apresentar um alelo no loco RM220. Dos 55 alelos analisados, 9 estiveram presentes em
apenas um genotipo. Isto indica o grande indice de polimorfismo e heterozigose
presente na populacdo de arroz daninho analisada.

A similaridade genética, estimada com base no coeficiente de Nei & Li (1959),

variou de 0,50 até 1,00, com distancia genética média de 0,81.
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TABELA 2.2 — Freqiiéncia ¢ valores de PIC (Polymorphism Information Content) para

cada um dos 55 alelos microssatélite analisados. UFPel/Pelotas, 2006.

Loco microssatélite Cromossomo Alelo PIC

0,9412
0,7059
0,1471
0,9706
0,7941
0,0588
0,9706
0,8529
0,5588
0,1471
0,9706
0,0882
0,0588
0,8824
0,9412
0,2353
0,9412

0,2941
0,4706
0,9706
0,1176
0,9706
0,0882
0,0000
0,9706
0,0294
0,8824
0,1764
0,0294
0,9706
0,9706
0,9706
0,0588
0,3824
0,3235
0,2059
09118
0,0294
0,9706
0,0000
0,8824
0,9706
0,0588
0,0294
0,9710
0,8529
0,1471
0,9706
0,0294
0,9706
0,1176
0,7941
0,9706
0,0588

—_

RMSS 3

RMS1 1

RM202 11

RM205 9

RM207 2

RM210 8

RM212 1

RM219 9

RM220 1

RM222 10

RM223 8

RM232 3

RM233 2

RM234 7

RM239 10

RM241 4

RM247 12

RM249 5

RM261 4

DN =W =N —=WN =W =W IR WN =R WN == WL PWND = WD RIWEN =R WD =W~ =W

RM — Rice Microsatéllite
PIC - Polymorphism Information Content



16

A andlise de agrupamento mediante o método de ligacdo completa utilizando a
distancia genética média como ponto de corte para a formagdo dos grupos, permitiu
definir 10 agrupagdes de ecotipos, com destaque aos ecodtipos 7, 38 e 45 que
permaneceram formando grupos Unicos, com apenas um genoétipo (Figura 2.1).

Por outro lado, os valores de bootstrapping permitiram visualizar algumas
agrupacOes diferentes das obtidas com base na similaridade genética média. Como
exemplo, o agrupamento mais consistente, com valor de bootstrapping de 83,7 foi o
agrupamento do ec6tipo 45 com os ecotipos restantes.

Os demais agrupamentos consistentes com base em analise de bootstrapping
foram, na maioria dos casos, conformados por apenas dois genotipos, sendo que os
valores mais baixos foram obtidos para os agrupamentos estabelecidos pela similaridade
genética média (Figura 2.1).

Dos 55 alelos identificados pela técnica microssatélite, 26 apresentaram
freqiliéncias inferiores a 25%, evidenciando ampla variabilidade alélica entre os ecotipos
estudados. Além disso, os 9 alelos Uinicos para apenas um gendtipo, contribuiram de
maneira significativa para a separacdo dos genotipos nos diferentes grupos. A
ocorréncia de varios alelos unicos pode ser um indicativo da alta taxa de mutagdo nos
loci SSR e de recombinagdes desiguais, o que pode gerar novos alelos (Henderson &

Petes, 1992).
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FIGURA 2.1 - Dendrograma obtido com base na similaridade genético-molecular
utilizando 55 marcadores microssatélites. O agrupamento foi obtido

utilizando o método ligacao completa.

Analise isoenzimética

Os seis sistemas enzimaticos analisados detectaram 23 alelos isoenzimaticos, dos
quais, 21 foram polimorficos (91,30%). O niimero de alelos detectados variou de dois
para Alcool Deshidrogenase (ADH) até cinco para o sistema Malato Deshidrogenase
(MDH). Para Esterase (EST), os resultados obtidos concordam com Wu et al. (2005), os
quais, analisando isoenzimas de Esterase em 848 acessos de arroz, concluiram que a
maioria deles apresentava de duas a quatro bandas eletroforéticas. Este sistema
enzimatico tem sido o mais estudado em arroz (Endo & Morishma, 1983). Para Malato
Deshidrogenase (MDH), o nimero de alelos identificados foi superior ao pesquisado
por Lizhi et al. (2002), que analisando 149 acessos de arroz selvagem identificaram trés
alelos para o sistema MDH. O numero de alelos encontrados para Fosfatase Acida

(ACP) foi inferior ao encontrado por Guidolin (1993) e Bonow et al. (2000) os quais
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estudando os padrdes isoenzimaticos em plantulas de arroz de oito dias identificaram
sete alelos para FAC. Provavelmente, em fun¢do de terem analisado acessos de arroz
preto e variedades comerciais, 0 que acrescenta maior variabilidade genética ao estudo.
O conteudo alélico do sistema Glutamato Deshidrogenase (GDH) foi superior ao
pesquisado por Lizhi et al. (2002), que identificaram apenas um alelo para GDH em
arroz. Por outro lado, Kanamori et al. (1972) identificaram maior intensidade de
expressdo da GDH em plantulas de duas semanas de idade com adigdo de amonio na
solucao de cultivo.

Para a analise isoenzimatica, o PIC variou de 0 (zero) para o alelo cinco de ACP

e o alelo trés de GOT, até 0,971 para o alelo quatro de ACP (Tabela 2.3).

TABELA 2.3 — Freqiiéncia e valores de PIC (Polymorphism Information Content) para

cada um dos 23 alelos isoenzimaticos analisados. UFPel/Pelotas,

2006.
Sistema isoenzimatico Alelo PIC
1 0,824
2 0,735
EST 3 0,088
4 0,176
1 0,412
2 0,500
MDH 3 0,647
4 0,353
5 0,588
1 0,765
2 0,912
ACP 3 0,412
4 0,971
5 0,000
1 0,029
ADH 2 0,265
1 0,029
GOT 2 0,382
3 0,000
1 0,94
2 0,441
GTDH 3 0,853
4 0,824

EST — Esterase; MDH — Malato Deshidrogenase; ACP — Fosfatase Acida; ADH — Alcool
Deshidrogenase; GOT — Glutamato Oxalacetato Transaminase e GTDH — Glutamato
Deshidrogenase.

PIC — Polymorphism Information Content

O calculo do PIC em analises isoenzimaticos nao tem sido muito utilizado, no
entanto, gera uma informagdo valiosa para estudos de caracterizagdo da variabilidade

existente. O contetudo alélico encontrado em cada sistema isoenzimatico foi, em alguns
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casos, superior ao citado na literatura. Isso podera ter uma relacdo direta com a

variabilidade genética da populag@o natural de ecotipos de arroz vermelho analisada.
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FIGURA 2.2 - Dendrograma obtido com base na similaridade genético-molecular
utilizando 23 marcadores isoenzimaticos. O agrupamento foi obtido

utilizando o método ligacdo completa.

A similaridade genética, estimada com base no coeficiente de Nei & Li (1959),
variou de 0,38 até 1,00, com distancia genética média de 0,70, evidenciando maior
variabilidade genética revelada mediante a analise isoenzimdtica. A andlise de
agrupamento mediante o método de ligagdo completa, e utilizando a similaridade
genética média como ponto de corte para a formagao dos grupos, permitiu definir sete
agrupacdes de ecotipos. A analise de agrupamento com base em bootstrapping,
novamente, ndo refletiu os agrupamentos obtidos com base na similaridade genética

média como os mais consistentes. No entanto, a coincidéncia de agrupamentos
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utilizando os dois parametros (similaridade genética média ¢ bootstrapping) foi maior
para as isoenzimas que para os marcadores microssatélite. Isto pode estar associado com
o valor das matrizes cofenéticas obtidas para ambas as técnicas. Enquanto que para a
analise de microssatélite foi obtido um valor de correlagdo cofenética de 0,68, para a
analise isoenzimatica o valor da matriz cofenética foi de 0,96, evidenciando que o
dendrograma obtido com dados isoenzimaticos reflete de forma mais confiavel os dados
de similaridade genética entre os gendtipos e, consequentemente, a formacgao dos grupos
pode ser inferida com maior seguranca. Contudo, para o caso das isoenzimas nenhum
ecoOtipo permaneceu formando grupo Unico, e sim, todos eles formando agrupacdes de
pelo menos dois ecotipos (Figura 2.2). Isto pode ser devido a utilizagdo de apenas 23
alelos isoenzimaticos na caracterizagdo dos ecotipos, pois na andlise de microssatélite, o

dobro do numero de alelos foi identificado.

Discussao

Ambos os sistemas de detec¢do de polimorfismo revelaram elevado grau de
polimorfismo na popula¢do de arroz vermelho analisada. No entanto, o niimero e a
composi¢ao genotipica de cada agrupamento obtido foram diferentes para ambos os
tipos de marcadores genéticos. Provavelmente, isto ¢ decorrente da variacao nas regides
genOmicas acessadas por cada técnica. Enquanto que os microssatélites revelam o
polimorfismo com base em seqiiéncias repetitivas (geralmente correspondentes a
regides do genoma que nao codificam para proteinas), as isoenzimas revelam o produto
direto da expressdo génica. Contudo, ambas as técnicas foram eficientes na
diferenciagdo dos genoétipos. Por outro lado, foi possivel visualizar uma variagdo
consideravel na formagdo dos grupos quando utilizada a similaridade genética média
comparada com a analise de bootstrapping. Infere-se que a andlise de bootstrapping
permite a formacao de grupos de forma mais consistente do que com a utilizacdo da
similaridade genética média. Isto pode ser devido 4 metodologia de amostragem
aleatéria da analise por bootstrapping, onde os genétipos sdo escolhidos ao acaso
durante 1000 vezes e ¢ calculada a porcentagem de vezes que os genotipos agrupam
juntos.

Realizando uma andlise mais detalhada, pode-se observar que os ecotipos 45 e
26 foram os unicos que apresentaram atividade para o alelo 1 da enzima Glutamato
Deshidrogenase (GTDH). O elevado valor de PIC para o referido alelo (0,94), pode ter

sido o fator determinante para a separacao destes ecotipos. Da mesma forma, o ecétipo
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45, quando analisado mediante marcadores microssatélites, apresentou 3 marcadores
que foram exclusivos deste ecotipo (alelo 2 do primer do RM 202, alelo 2 do primer do
RM 212 e o alelo 1 do primer RM 223). Os valores de PIC (0,9706) contribuiram para
que o ecotipo 45 formasse um grupo distinto dos demais ecotipos. Este ecotipo
apresentou desempenho superior em analises de germinagdo a 20 cm de profundidade
no solo (Sguarezi et al., 2003). Com base neste resultado, o ecotipo 45 podera ser
utilizado para geracido de uma populagdo segregante para o carater
germinagdo/emergéncia a grandes profundidades, mediante o cruzamento com
cultivares comerciais, com o objetivo de mapear QTLs associados. A eluicdo e
Seqiienciamento de marcadores inicos para o ecotipo 45, também podera ser importante
na identificacdo de regides gendmicas associadas com o processo de germinagdo das

sementes de arroz a grandes profundidades no solo.
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2.6. CONCLUSOES

- A populagao de arroz vermelho analisada apresenta variabilidade genética,
capaz de evidenciar sua potencialidade para o0 mapeamento de caracteristicas de
interesse a fisiologia de sementes;

- A utilizagdo do ecotipo 45 ¢ recomendavel para a obten¢do de uma populagio

segregante para o carater germinagao/emergéncia em grandes profundidades no solo.
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3. CAPITULO 11

IDENTIFICACAO DE POLIMORFISMOS NUCLEOTIDICOS
SIMPLES (SNPs) NO GENE a- AMILASE AMY1 DE ARROZ VERMELHO:
EFEITO NO FENOTIPO DO VIGOR DE PLANTULA
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3.1. RESUMO

A identificacdo de fendtipos diferentes ¢ freqlientemente detectada em plantas
domesticadas apesar da existéncia de fendtipos sem variabilidade nas formas selvagens.
Um dos exemplos para a cultura de arroz ¢ a ocorréncia de uma amplitude de cores do
pericarpo devida a pigmentacdo por antocianinas. O arroz vermelho tem provado ser
uma fonte de genes muito valiosa, a qual se tem perdido ao longo dos processos de
domesticacdo e hibridagdo. Portanto, a caracterizagdo genética associada a estudos
fenotipicos e fisioldgicos em arroz vermelho possibilitaria elucidar caracteres de
interesse para o arroz cultivado. Uma ampla variabilidade para ambos os niveis,
genético e fisiologico, tem sido identificada em ecotipos de arroz vermelho da regido
Sul do Brasil, para caracteres tais como o processo de germinacgdo. Neste estudo foram
achados polimorfismos nucleotidicos simples (SNPs) em trés regides internas (483 pb
do intron 1, 460 pb do intron 1 e 461 pb do exon 2) do gene a-amilase AMY1, numa
colecdo de 30 ecotipos de arroz vermelho pertencentes ao Banco de Germoplasma da
Universidade Federal de Pelotas, Brasil. Oito deles apresentaram haplétipos mutantes
na regido codificadora. Os SNPs sdo descritos através da seqiiéncia deduzida de
aminoacidos, e discutido o possivel impacto da substituicdo de aminoacidos no carater
vigor de plantula. Foi possivel identificar cinco SNPs no exon 2. Trés desses SNPs
apresentaram-se na mesma regido, indicando um sitio quente ou “hot spot” putativo.
Considera-se que a realizacao de andlises de expressao de genes e proteinas, associadas
a estudos fenotipicos e fisioldgicos, € essenciail para a identificagdo do efeito do gene o-

amilase AMY1 em arroz.

Palavras-chave: seqilienciamento de DNA, metabolismo de carboidratos,

germinagdo, vigor.
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3.2. ABSTRACT

Red rice is a major competitor of cultivate rice in Brazil, could reach 80-90% of
infestation when cultural practices are not properly applied. The annual damage
overcomes US$ 100 million, considering the losses in the rice productive chain. On the
other hand, the red rice constitutes in a collection of lost genes during breeding of the
cultivated rice and has a fundamental importance for recovering promising genetics
constitutions. I shares important morphologic and physiologic characteristics with the
cultivated rice. Gene mapping, genome sequencing and gene prospection projects are
contributing to that. This work has the objective to analyze the genetic variability of an
red rice ecotypes collection (Oryza sativa L.) from Rio Grande do Sul state (Brazil),
through isoezimatics and microssatelites markers. Thirty four ecotypes, from the
germplasm bank of Laboratorio de Sementes e Biotecnologia (FAEM/UFPel), were
analyzed using 6 isoenzimatics systems and 19 microssatelites markers. Twenty three
biochemical and 55 moleculars alleles were identified and used to estimate the
polymorphism (PIC) and genetic similarity indexes. Both polymorphism system
detection showed a wide polymorphism index thought red rice population, promising a

great potential to genetic mapping of physiological seed traits.

Key-words: Oryza sativa L., biochemical markers, microsatéllites markers, genetic

variability.
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3.3. INTRODUCAO

O processo de germinagdo envolve inumeros eventos de carater fisiologico e de
desenvolvimento das sementes, dos quais muitos precisam ainda de serem esclarecidos.
As a-amilases (a-1,4 D glucanas glucana hidrolase, EC3.2.1.1) hidrolisam as unides
internas  a-1,4-glucosidicas do amido, maltodextrinas e maltooligosaccarideos
(Yamamoto, 1995). Varias classes de nomenclatura para as isoformas de a-amilase e
seus respectivos genes podem ser encontradas na bibliografia. Jones & Jacobsen (1991)
classificaram o AMY 1 como grupo de baixa pl a-amilases, e AMY2 como grupo de alta
pl a-amilases. Rogers (1995) descreveu as altas pl e baixas pl a-amilases como AmyA e
AmyB, respectivamente. Huang et al. (1992) dividiram os genes pl o-amilase em
Triticale em trés sub-familias, Amyl, Amy2 ¢ Amy3. Uma subfamilia adicional de
genes amilase (Amy3) tem sido identificada em trigo (Huang et al. 1992). Alguns
autores (Rogers & Milliman, 1984; Whittier et al.,1987) nomearam genes de isoenzimas
baixa pl como classe A e como classe B os genes das isoenzimas alta pl. No entanto, a
maioria dos autores (Kox et al., 1987; Zwickert et al., 1996; Rondenburg et al., 2000) se
referem as familias de genes de isoenzimas como Amy]l (alta pI= a-amilase 2) ¢ Amy?2
(baixa pl= a-amilase 1). No arroz, pelo menos trés genes a-amilase sdo expressos
durante os processos da germinacdo/emergéncia (Daussant et al., 1983), sendo que
fazem parte de uma familia de multigenes composta por dez genes (Huang et al., 1990%
Sutliff et al., 1991), localizados em cinco cromossomos do arroz (Rahnjan et al., 1991).

O gene o-amilase AMY1 (EC3.2.1.1) estd localizado no cromossomo 2 do
arroz, sendo expresso em alto nivel nas células de aleurona durante a germinagdo; o

gene estd sob controle do fitohormonio acido giberélico. O mesmo gene ¢ também
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expresso, em baixo nivel, em graos em desenvolvimento, sendo importante para a
quebra do amido do endosperma durante a germinagao.

No arroz, o indice de germinag@o quanto o crescimento precoce da plantula sdo
bons parametros do vigor das sementes, os quais podem ser quantificados com base no
alongamento da parte aérea, raiz, coledptilo e mesocétilo (Redoma & Mackill, 1996;
Cui et al., 2002; Zhang et al., 2005). No arroz quanto em outros cereais, 0s caracteres
mais comumente ligados ao vigor de plantula estdo intimamente relacionados a
atividade das amilases, a-amilase, a qual reduz o conteudo de agucar quanto a atividade
radicular (Cui et al., 2002).

O polimorfismo nucleotidico simple (SNP), ¢ uma seqiiéncia variavel de DNA
que ocorre quando um nucleotideo individual —A, T, C ou G- do genoma difere entre
membros de uma mesma espécie. Por exemplo, dois fragmentos de DNA seqiienciados
pertencentes a individuos diferentes, AAGCCTA ou AAGCTTA, possuem uma unica
diferenca, no nivel de um nucleotideo.

Polimorfismos nucleotidico simple (SNP) representam uma varia¢do genética
natural de alta densidade nos genomas. Os SNPs podem ocorrer em regides nao
codificadoras (SNPs) tanto quanto nas regides codificadoras (cSNPs).

As variagdes na seqiiéncia de DNA podem afetar na forma na qual as plantas
desenvolvem resisténcia a moléstias, na forma de resposta a patdogenos, agentes
quimicos, drogas, etc. Entretanto, sua maior importancia na pesquisa biotecnoldgica da-
se na comparacgdo de regides do genoma entre coortes (como acontece com os pares de
coortes com o sem um carater fisioldgico).

Nesse trabalho, polimorfismos nucleotidicos simples (SNPs) foram revelados
em trés regides internas (dois introns € um exon) do gene a-amilase AMY1 através de
seqiienciamento. Os SNPs distinguiram cultivares dentre uma cole¢do de 30 ecotipos de
arroz vermelho. Os SNPs identificados foram descritos com base na seqiiéncia deduzida
dos aminodcidos e alinhados com a seqiiéncia génica da cultivar Nipponbare (acessdao
GenBank: X16509; Huang et al., 1990b), e¢ discutido o possivel impacto das

substitui¢des de aminoacidos na fung¢do protéica.
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3.4. MATERIAL E METODOS

Material vegetal

A colegdo de 30 ecotipos de arroz vermelho utilizada nesse estudo foi obtida
do banco de germoplasma do Laboratdério de Sementes e Biotecnologia da Universidade
Federal de Pelotas, Brasil. As sementes foram plantadas no campo e as folhas jovens
coletadas de bulks de dez plantas. O DNA genomico foi extraido utilizando o protocolo
CTAB 2% (Saghai Maroof et al., 1984).

Amplificagdo por PCR

Aproximadamente 50 ng de DNA gendmico foram combinados com o buffer
10X PCR, 10 mM MgCl,, cada dNTP a 200 uM, cada primer a 0.1 uM, e 1 U Taq
polimerase, num volume total de reagdo de 20 pl. A reagdo de PCR foi executada
durante um periodo de trés minutos a 94°C, seguida de 35 ciclos de 45 segundos a
94°C, 45 segundos a 56°C, 45 segundos a 72°C e uma incubagao final de dez minutos a
72°C, utilizando o termociclador MJ Research PTC-100.

Trés regides internas do gene foram amplificadas (483, 460 e 461 pb,
respectivamente). A regido de 483 pb do intron 1 foi amplificada por PCR utilizando
primers nas posigdes 213 pb e 696 pb (incluindo as seqiiéncias dos primers), na
seqiiéncia genomica do Amyl (acessdo GenBank: X16509). As seqiiéncias dos primers
foram as seguintes: S5’AAAGCTGTTCTGTTAAGTCGGTTCC3’ (Sense) e
S’TCCTGTTGCCATGCACATTTTAG3’ (Antisense). A regido de 460 pb do intron 1
foi amplificada por PCR utilizando os primers na posi¢ao 1404 pb e na posi¢do 1864 pb
(incluindo as seqiiéncias dos primers), na seqiiéncia gendmica do Amyl (acessdo

GenBank: X16509).
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As seqiiéncias dos primers foram as seguintes:
5’ATTGTGGCACCTTTAGGTACCTTCT3’ (Sense) e
S’TTGAACGTGCGCGTGTAAAA3’ (Antisense). A regido de 461 bp do exon 2 foi
amplificada por PCR utilizando primers nas posi¢des 2710 pb e 3172 pb (incluindo as
seqliéncias dos primers) na seqiiéncia gendmica do Amy1 (acessao GenBank: X16509).
As seqiiéncias dos primers foram as seguintes: 5’AAGGTGCGGTGCTCTGCTCT3’
(Sense) e S’ GCCGATGTCCATCTTGAGCC3’ (Antisense). Os produtos da PCR foram
revelados através de nitrato de prata em gel de poliacrilamida (Briard et al., 2000).

Anadlise de Sequenciamento

Uma porcao de gel seco contendo as bandas dos trés fragmentos foram
extraidas e embebidas em 20 ml de H,O e colocadas sobre gelo por um periodo de dez
minutos. Logo de uma centrifugacdo breve, o sobrenadante foi utilizado numa nova
amplificagdo, a qual foi desenvolvida em 20 pl de uma mistura de reagdo, utilizando o
mesmo coquetel e programa de PCR, junto com 5 pl de DNA recuperado no primeiro
passo.

Logo da PCR, uma porg¢ao (15 pl) da mistura foi analisada num gel de agarose
2% (w/v). A mistura remanescente foi utilizada na reag¢do de seqiienciamento. A analise
da seqiiéncia foi executada através do método “Dye Terminator” (BigDye version 2.0)
utilizando um sistema de seqiienciamento ABI PRISM 377 (Applied Biosystems,
Warrington, UK). Ambas as fitas de DNA dos produtos da PCR foram seqiienciados
trés vezes.

Identificagdo de SNPs

O gene AMY1 da a-amilase da cultivar de arroz Nipponbare (acessdo
GenBank: X16509, Huang et al.,1990b) e as seqiiéncias dos trés fragmentos
pertencentes a 30 ecOtipos foram analisados através de alinhamentos multiplos,
empregando o programa ClustalW (Higgins et al., 1996).

Os SNPs foram identificados mediante anélise visual, enquanto as mutagdes e
os efeitos das substituicdes de aminodcidos sobre a estrutura tridimensional e fungdo
biologica das proteinas foram identificadas utilizando o programa de visualizacdo
SWISS-PDB (Guex & Peitsch, 1997).

Alinhamentos multiplos e seqiiéncias protéicas

Utilizou-se a seqiiéncia conhecida do gene o-amilase AMY1 do DNA
genomico da cultivar de arroz Nipponbare (acessio GenBank: X16509, Huang et

al.,1990b), para executar a BLAST-X com o intuito de identificar seqliéncias protéicas
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semelhantes. O alinhamento multiplo foi aplicado entre a seqiiéncia conhecida da

proteina AMY'1 (GI X16509) e a seqiiéncia de proteina a-amilase obtida no PDB.
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3.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Variabilidade nos nucleotideos do gene a-amylase AMY1

Dos 30 ecotipos de arroz vermelho analisados, s6 oito apresentaram variacao
de nucleotideo Uinico na regido codificadora de 461 pb, no exon 2 do gene a-amilase
AMY1 (Figura 3.1). Um nimero expressivo de mutacdes silenciosas de nucleotideos
foram identificadas nas regides ndo codificadoras (dados ndo apresentados), devido ao
fato das regides de introns ndo serem traduzidas em proteinas, portanto, ndo ficam
expostas a pressao de selecdo. Essas mutagdes ndo foram consideradas no estudo, desde

que geralmente ndo exercem efeitos na estrutura nem na fun¢do da proteina AMY1.

Alinhamentos multiplos das seqiiéncias protéicas

As andlises de alinhamento multiplo entre a proteina a-amilase AMY1 (GI
X16509) da cultivar Nipponbare e as seqiiéncias das proteinas a-amilase achadas no
PDB, permitiram a identificacio de uma proteina o-amilase 1AMY em cevada
(Kadziola et al., 1994), num nivel de similaridade de 99% (Figura 3.2). Os
polimorfismos de aminoacidos entre a proteina AMY1 de a cultivar Nipponbare e

1AMY da cevada foram desconsideradas na andlise dos ecotipos de arroz vermelho.
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FIGURA 3.1 — Alinhamento parcial das seqiiéncias do gene AMY 1 em oito ecotipos de
arroz vermelho e da cultivar Nipponbare. As caixas indicam as seis

regides codificadoras com polimorfismos nucleotidicos simples (cSNP).
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FIGURA 3.2 — Alinhamento parcial entre a seqiiéncia conhecida da proteina o-amilase

AMY1 da cultivar de arroz Nipponbare e a proteina a-amilase 1AMY
da cevada. Os polimorfismos de aminoacidos (caixas) entre AMY1 e
IAMY foram desconsiderados na andlise de ecotipos de arroz

vermelho.

Somente os polimorfismos de aminodcidos entre as proteinas IAMY da cevada
e as dos ecotipos de arroz vermelho, e os monomérficos entre a proteina AMY1 da
cultivar Nipponbare ¢ a IAMY da cevada foram analisados. Através da disponibilidade
da estrutura tridimensional da proteina 1AMY da cevada foi possivel a andlise dos
efeitos de substituicdo de aminodcidos na funcdo bioldgica da proteina a-amilase

AMY1 do arroz (Figura 3.3).
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FIGURA 3.3 — O programa de visualizagdo grafica SWISS-PDB foi utilizado para
similar o efeito da substituicdo de aminoacidos no gene a-amilase
AMY1 do arroz vermelho. A por¢ao do exon 2 analisada nesse

estudo aparece em destaque.

No caso dos oito ecdtipos mutantes, as seqiiéncias foram traduzidas em
proteinas e os alinhamentos executados para identificar os efeitos das mutagdes na
composicdo de aminodcidos da proteina e na sua estrutura tridimensional. Os
alinhamentos multiplos permitiram a identificacdo de seis pontos de polimorfismos,
compondo sete haplotipos diferentes (Tabela 3.1). Desses, trés foram localizados na
mesma regido do exon 2 (posicoes 91, 92 e 97) indicando um “hot spot” ou sitio quente
putativo (Figura 3.4).

De todos os SNPs detectados, s6 um resultou um aminoacido sin6nimo
(His—Arg na posi¢do 92). No entanto, foi possivel identificar que os oito ecotipos
apresentaram o mesmo tipo de mutagcdo na posicao 91(Asn—Ile). Ainda, na posi¢do 92,
cinco dos oito ecotipos mutantes evidenciaram a substituicao de His—Leu.

Ambas as mutacdes, que causaram a substituicdo de um aminoacido polar
(Asn) por um ndo polar alifatico (Ile) e de um aminoéacido com carga positiva (His) por
um aminoacido nao polar com carga negativa (Leu), poderiam ter originado um extremo
ndo polar (hidrofébico), com a capacidade de modificar a estrutura tridimensional da

proteina e, como conseqiiéncia, de sua fungdo catalitica. Além do mais, a substituicdo
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do His, o qual possui um grupo imidazole, pelo Pro na posicao 97 em trés dos oito
ecOtipos mutantes poderia ter originado modificagdes estruturais relevantes. Isso
aconteceria desde que um aminoacido complexo (His) fosse substituido por um
aminoacido pequeno (Pro), o qual apresenta um grupo amino secundario (imino) retido
numa conformacao extremamente rigida, o que reduz a flexibilidade estrutural da

proteina nesse ponto. Tal modificagdo nao foi verificada.

TABELA 3.1 — Alteragdes de nucleotideos e substitui¢do de aminoéacidos no gene o-

amylase AMY1 em oito ecotipos de arroz vermelho. UFPel/Pelotas,

2006.
Acessdo Posigdo Mutagdo Efeito na proteina
Ecétipo 2 92 T—-A Substituicdo (Leu—His) no segundo exon
Ecétipo 4 91 T—C Substituicdo (Asn—Ile) no segundo exon
92 G—A Substituicdo (Arg—His) no segundo exon
97 C—oA Substituicdo (Pro—His) no segundo exon
Ecotipo 5 91 T—A Substituicdo (Asn—lle) no segundo exon
92 T—A Substituicao (Leu—His) no segundo exon
97 C—A Substituicdo (Pro—His) no segundo exon
Ecétipo 7 91 T—-A Substituicdo (Asn—Ile) no segundo exon
92 G—A Substituicdo (Arg—His) no segundo exon
97 T—-A Substituicdo (Leu—His) no segundo exon
Ecétipo 9 57 C—oA Substituicdo (Tyr—Ser) no segundo exon
91 T—A Substituicdo (Asn—lle) no segundo exon
92 T—A Substituicdo (Leu—His) no segundo exon
Ecotipo 12 91 T—A Substituicdo (Asn—Ille) no segundo exon
92 T—A Substituicdo (Leu—His) no segundo exon
Ecotipo 14 91 T—A Substituicdo (Asn—lle) no segundo exon
Ecotipo 18 85, C-T Substitui¢do (Thr—Ile) no segundo exon
91 T—A Substituicdo (Asn—Ile) no segundo exon
92 T—-A Substituicdo (Leu—His) no segundo exon
97 C—oA Substituicdo (Pro—His) no segundo exon

As duas mutagdes remanescentes (Tyr—Ser na posi¢do 57, do ecotipo 9 ¢
Thr—lle na posicdo 85, do ecotipo 18) também originaram substituicdes de
aminoéacidos polares por aminoacidos ndo polares. E de interesse comentar ao respeito
de um outro acontecimento, o caso especial com o ecotipo 9, no qual ocorreu a
substituicdo do aminoacido Tyr, com um grupo R complexo e extremamente

hidrofébico, por o aminoacido Ser, com um grupo R simples e carater hidrofilico.
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FIGURA 3.4 — Alinhamento parcial das seqiiéncias do exon 2 da proteina a-amilase
Amyl em oito ecotipos de arroz vermelho e a cultivar de arroz
Nipponbare. As caixas referem aos cinco pontos de substituicdo de

aminoacidos.

Associagdo entre as mutagoes e o fenotipo

Os estudos preliminares t€ém mostrado a existéncia de variabilidade genética
ampla entre genotipos de arroz vermelho para os caracteres germinagdo e emergéncia
(Sguarezi, 2004). Essa variabilidade genética estd relacionada com outros caracteres
fisioloégicos de importancia no controle da germinagdo e vigor nas sementes, como a
sintese de acido abscisico (ABA) e do acido giberélico (AG), tolerancia ao frio durante
a fase de germinacdo e alongamento do coledptilo e do mesocotilo (Redona & Mackill,
1996; Cui et al., 2002; Zhang et al., 2005).

Por causa dessas interagcdes ¢ que resulta extremamente dificil estabelecer
correlacdes entre a variacdo alélica e o fendtipo observado pela agdo de um gene
individual. Resulta, portanto, muito importante poder desenvolver testes fisioldgicos e
fenotipicos com antelacdo, de forma de possuir a necessaria precisdo e exatidao no
estabelecimento da correlagdo fenotipica.

Um estudo comparativo entre a qualidade fisiologica e os efeitos da
variabilidade alélica foi desenvolvido para oito ecOtipos mutantes arroz vermelho
(dados nao apresentados). A mesma colecao de ecotipos foi analisada através de testes
fisiologicos e de vigor, tais como o teste de germinacdo, tolerancia ao frio durante fase
de germinacdo, envelhecimento acelerado e velocidade de germinacdo e emergéncia
quando semeada a profundidade maior da normal (Sguarezi, 2004). Os resultados
mostraram que todos os mutantes apresentaram um desempenho fisiologico subotimo,
quando testados para atributos de vigor. Esses resultados sugerem que o gene a-amilase
AMY1 exerce um hipotético efeito no processo de germinacdo de sementes de arroz,

exercendo um possivel efeito direto sobre caracteres relacionados ao vigor.
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A pesar dos estudos sobre a expressao génica diferenciada, utilizando mRNA,
ainda ndo terem sido executados, € suficientemente aceita a existéncia de uma
correlagdo positiva entre genes a-amilase e o carater vigor de sementes. Varios
pesquisadores tém tentado o mapeamento de locos controladores de caracteristicas
quantitativas (QTLs) para o carater vigor de plantula, utilizando linhas recombinantes e
retrocruzadas de arroz (Redona & Mackill, 1996; Cui et al., 2002; Zhang et al., 2005).

Num estudo inicial, treze QTLs diferentes tém sido identificados e mapeados,
em sete cromossomos diferentes (Redofia & Mackill, 1996). Quatro QTLs controlam o
comprimento dos afilhos, dois controlam o comprimento de raizes e mais dois o
comprimento do coledptilo, enquanto os restantes cinco locos controlam o comprimento
do mesocétilo. Varios QTLs adicionais tém sido posteriormente identificados (Cui et
al., 2002; Zhang et al., 2005) e poderao ser considerados como ponto de partida para a
clonagem baseada no mapeamento.

Presumivelmente, um niimero bastante elevado de genes estdo envolvidos no
controle do carater vigor de plantula no arroz. Futuras andlises de genes a-amilase
deveriam prover a informacdo necessaria para a melhor compreensao da funcao desses
genes no arroz quanto para outros integrantes da familia Poaceae. As seqiiéncias
génicas poderiam ser utilizadas como marcadores moleculares em programas de sele¢ao
assistida por marcadores.

Além da correlagdo positiva observada entre a expressdo do gene a-amilase e o
carater vigor de plantula, nenhuns outros genes controlando esse carater tém sido

clonados a partir do arroz.
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3.6. CONCLUSAO

- O gene a-amilase AMY 1 apresenta variabilidade na cole¢do de arroz vermelho
avaliada, apresentando mutantes que poderiam afetar a estrutura protéica quanto a

expressao fenotipica.
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4. CAPITULO 111

REGIOES GENOMICAS ASSOCIADAS A GERMINACAO/EMERGENCIA DE
SEMENTES DE ARROZ A GRANDES PROFUNDIDADES DO SOLO
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4.1. RESUMO

Muitos dos atributos fisioldgicos das sementes estdo estreitamente relacionados
com a composi¢cdo genética da cultivar. A utilizagdo de variedades de arroz vermelho,
de ampla base genética, em cruzamentos direcionados com variedades comerciais,
possibilita a obteng¢dao de grandes populagdes segregantes para a identificacdo de QTLs
associados com qualidade fisiologica das sementes. O desenvolvimento de rapidas e
eficientes técnicas de biotecnologia e marcadores moleculares tem auxiliado
consideravelmente este processo. No presente trabalho, uma populagido segregante
proveniente do cruzamento entre o ecotipo de arroz vermelho FFS-45 (com o carater
germinagdo/emergéncia em grandes profundidades) e a cultivar BRS 7’taim” (sem o
carater) foi utilizada para a identificacdo de marcadores moleculares do tipo
microssatélite associados a vigor de sementes. Os marcadores identificados foram
utilizados para a prospeccao de genes nas regioes gendmicas correspondentes. O estudo
permitiu a identificagdo de cinco marcadores moleculares associados ao carater e a
prospeccdo de 83 genes possivelmente relacionados com a expressdo fenotipica do

vigor de sementes em arroz.

Palavras-chave: marcadores moleculares, qualidade fisiologica, populagdes segregantes.
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4.2. ABSTRACT

Various seed physiological attributes are close related with cultivar genetic
composition. Using red rice ecotypes, with broad genetic variability, in specific crosses
with commercial varieties, it’s possible to generate large segregants populations for
QTL identification for quality seed atributes. Development of rapid and efficient
biotechnologies techniques has been helping it. In this work, a segregant population
from FFS-45 red rice ecotype (with a trait for germination/emergence from great soil
depths) and BRS 7’taim” (without the trait) was used to identify SSR markers linked
with seed vigor. These markers were used to gene prospection from respective genomic
regions. It was possible to identify five SSR markers linked to the trait of
germination/emergence from great soil depht, and 83 putative genes involved in vigor

seed phenotipic expression in rice.

Key-words: molecular markers, physiologic quality, segregant populations.
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4.3. INTRODUCAO

O desempenho produtivo do arroz e das demais espécies de importancia agricola
depende do nimero de plantas por unidade de area, altamente correlacionado com o
vigor das sementes no solo. Tradicionalmente os programas de melhoramento genético
ndo selecionaram de forma direta para carateres associados 4 fisiologia de sementes o
que contribuiu para o desenvolvimento de constituigdes genéticas superiores para
produgdo de graos, mas algumas vezes deficientes na capacidade de germinagdo e
emergéncia no solo, principalmente sob condigdes adversas. O arroz daninho ¢ uma
fonte de variabilidade genética para o melhoramento do arroz e possivelmente para os
demais cereais - devido a sintenia (Benetzen & Freeling, 1993; Gale & Devos, 1998;
Bennetzen, 2002). O arroz daninho se constitui num acervo de genes que no arroz
comercial foram perdidos durante o sucessivo processo de selecdo, a que o arroz
cultivado foi submetido na busca de adaptabilidade e produtividade, durante o

melhoramento.
O arroz daninho e o vigor de sementes

O vigor de sementes ¢, sem duvidas, um dos mais importantes atributos
agrondmicos que garantem um adequado estande de plantas no campo, especialmente
em cereais de clima temperado, onde fatores tais como: praticas de manejo ineficientes,
ou temperaturas ¢ umidade do solo inadequadas, impdem as sementes um estresse que
influencia diretamente no crescimento e desenvolvimento das plantulas (Redona &
Mackill, 1996; Cui et al., 2002; Zhang et al., 2005). O melhoramento de caracteres
associados 4 qualidade fisiologica das sementes se constitui atualmente no maior

desafio dos programas de melhoramento. O problema ¢ que o melhorista, simplesmente,
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possui outras prioridades em alguns casos tem pouca compreensao do que a qualidade
fisiolégica da semente representa e qual a sua importancia na producdo da lavoura.

Ganhar a atencdo dos melhoristas tem sido a principal dificuldade (Delouche, 2006).

Em arroz, a percentagem de germinagdo ¢ a rapida emergéncia das plantulas no
campo constituem-se nos dois atributos mais importantes que caracterizam a qualidade
fisiologica das sementes. Estudos demonstram uma elevada variabilidade genética e
molecular para esses caracteres em diferentes ecotipos de arroz vermelho, coletados em
diferentes regides do Estado do Rio Grande do Sul (Perreto, 1990, Sguarezi et al., 2003,
Malone et al., 2005b), sendo uma excelente fonte de variabilidade genética para o

melhoramento do arroz convencional.

Presume-se que um grande nimero de genes esteja envolvido na expressdo do
vigor de sementes. Com a obtencdo de populagdes segregantes e a utilizacdo de
avancadas técnicas de biotecnologia e marcadores moleculares torna-se possivel a
localizagao e clonagem dos genes relacionados a um carater especifico de vigor, através
da identificacdo previa de marcadores moleculares associados ao carater. Isto permite a
realizagdo de estudos mais aprofundados, possibilitando estudar a intera¢do e expressao
dos principais genes que determinam a qualidade fisiolégica das sementes em arroz e
outros cereais. Além disso, os marcadores identificados poderdo ser utilizados em
programas de Selecdo Assistida por Marcadores Moleculares pelos programas de

melhoramento.

Varios autores tem identificado e mapeado genes ¢ QTLs (Quantitative Trait
Loci) associados com vigor de sementes utilizando grandes populagdes segregantes e
Linhas Endogamicas Recombinantes (LERs) em arroz (Redofia & Mackill, 1996;Cui et
al., 2002; Zhang et al., 2005). O mapeamento ¢ a identificagdo de marcadores
moleculares associados com caracteres agrondmicos se constituem no ponto de partida
para a clonagem posicional de genes, possibilitando desta forma, a disponibiliza¢ao de

novos genes aos programas de melhoramento.
Marcadores moleculares e analise de QTLs em plantas

A grande maioria das caracteristicas quantitativas nas espécies cultivadas
(componentes do rendimento, germinagdo/emergéncia, maturagdo fisioldgica, etc.) ¢
controlada por varios genes (mais de dois) que, na maioria dos casos sdo de pequeno

efeito sobre o carater. Ocasionalmente, genes de grande efeito tém sido identificados
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(genes de maior efeito). Esses genes sdo denominados locos quantitativos - QTLs e
podem ser facilmente identificados e caracterizados utilizando-se marcadores
moleculares. Um QTL corresponde 4 regido do cromossomo responsavel por uma parte
ou por toda a expressdo da caracteristica. Varios QTLs, em mais de um cromossomo,
poderdo ser identificados para uma unica caracteristica. Essas regides cromossdmicas
sdo identificadas médiante analise de ligagdo com dois ou mais marcadores moleculares

que o flanqueiam, embora possam ou nao ser ligados ao QTL.

A principal dificuldade no mapeamento de QTLs ¢ o fato de que varios genes
estdo interagindo com o ambiente e influenciando a expressdo do carater (fenotipo). E
por isso, que o delineamento experimental utilizado devera contemplar a genotipagem
de um grande niimero de individuos ou familias para permitirem uma associagdo precisa

dos marcadores com os QTLs.

Os esforgos realizados nos estudos de associacdo de marcadores moleculares a
caracteristicas de interesse, o que geralmente requer da genotipagem de grandes
populagdes segregantes com centos de marcadores moleculares, tem incentivado o
desenvolvimento de novas metodologias de selecdo mais eficientes e efetivas. Desta
forma surge a técnica chamada DNA Pooling (agrupagdes de DNA). Baseada na ja
conhecida técnica de BSA (Bulk Segregant Analisys), proposta por Michelmore et
al.(1991), a metodologia DNA Pooling representa um ganho em economia e tempo, na
realizagdo de estudos de associa¢do genotipica. Principalmente, devido a ndo realizagao
de analises de DNA individuais (como as metodologias convencionais) e sim,
agrupacoes (Pools) de DNA, provenientes de varios gendtipos que apresentam uma
determinada caracteristica em comum. As vantagens da técnica sdo faceis de serem
percebidas. Em apenas duas amostras de DNA, uma popula¢do de 500 individuos
segregantes para uma determinada caracteristica pode ser analisada para centos de

marcadores moleculares em apenas algumas reagdes de PCR.

A técnica DNA Pooling apresenta também caracteristicas favoraveis para a
estimativa de freqliéncias alélicas associadas a QTLs, médiante a utilizacdo dos

extremos de uma populagdo segregante.

Investir na elucidagdo de caracteres genéticos de importancia para o entendimento
dos processos fisiologicos de germinagdo/emergéncia de sementes no arroz pode ser

decisivo também para outros cereais, ou inclusive na mesma espécie, ja que o arroz
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daninho ndo sofreu de forma tdo intensa os efeitos do afunilamento genético a que o

arroz cultivado foi submetido ao longo dos anos.

O objetivo deste estudo foi prospectar e caracterizar genes associados a
germinagdo/emergéncia em grandes profundidades do solo em arroz, médiante a

identificacao de marcadores moleculares do tipo microssatélite.
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4.4. MATERIAL E METODOS

Para a escolha dos genitores, foram utilizados dados de pesquisas anteriores,
sendo uma cole¢do de arroz vermelho primeiramente analisada do ponto de vista
fisiologico para identificar as constituicdes genéticas que apresentaram melhores
resultados em condi¢gdes de emergéncia a grandes profundidades do solo (Sguarezi et
al., 2003). Numa segunda etapa da caracterizagdo da cole¢ao do germoplasma, Malone
et al. (2007), analisaram a mesma cole¢do de ecotipos para variabilidade genética
utilizando marcadores moleculares e bioquimicos. Ambos os trabalhos contribuiram
para a escolha do gendtipo FFS-45, por apresentar desempenho superior quanto a
germinacgdo a grandes profundidades do solo (Sguarezi et al., 2003) e um excelente
potencial para hibridizagdo (Malone, et al., 2007). A cultivar BRS — 7”Taim” foi
escolhida como o outro parental por apresentar um comportamento limitado de

germinagdo em profundidades do solo maiores do que 5 cm.

Os cruzamentos entre o Ecotipo FFS-45 (carater germinag¢do / emergéncia a
grandes profundidades) com o cultivar BRS 7 “Taim” (sem o carater), foram realizados
em setembro de 2004, em casa de vegetagdo da EMBRAPA Clima Temperado
(CPACT). Para a montagem das populagdes de cruzamento, levou-se em consideracdo o
fato de que o parental FFS-45, por ndo ser uma linha pura, poderia ainda apresentar
algum indice de segregacdo. Para contornar o problema, as sementes do parental FFS-45
foram semeadas a 15 cm de profundidade, para garantir que as sementes que
germinassem € emergissem apresentassem o carater germinagdo/emergéncia em grandes
profundidades. Visando um possivel efeito materno na expressdo do carater, somente

cruzamentos utilizando o genitor FFS-45 como mae e o BRS 7 “Taim” como doador de
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polen foram realizados. Um total de 600 espiguetas foram emasculadas e polinizadas
para a obtencdo das sementes hibridas F. Estas sementes F; foram semeadas novamente
na estacdo da EMBRAPA Arroz e Feijao (CNPAF) em julho de 2005 para obtencdo da
populacao F.

O tamanho da populacdo foi estimado em no minimo 150 individuos, para
garantir de que todos, ou pelo menos a grande maioria, dos recombinantes fossem

obtidos.

A populagdo de sementes F, foi semeada em baldes, em novembro de 2005, em
casa de vegetagdo da EMBRAPA Clima Temperado (CPACT), para a obtencdo das
familias F3. As sementes F, foram primeiramente submetidas a tratamento de superagao
de dorméncia a 50°C durante 96 h (Brasil, 1992). Aproximadamente 30 dias apds a
semeadura em profundidade normal (5 cm), uma amostra de tecido foliar de cada planta
F, foi coletada para a extragdo de DNA, a qual foi realizada conforme protocolo

descrito por Shagai-maroof et al. (1984).

Para a avaliacdo fisiologica das familias F3, 225 sementes de cada familia foram
semeadas a 15 cm de profundidade, em casa de vegetacdo. A metodologia adotada foi
de tubos PVC de 75 mm de didmetro, de 25 cm de comprimento previamente enterrados
a 10 cm. Depois de colocadas as sementes, os tubos foram completados até o topo com

mais 15 cm de solo (Figura 4.1).

FIGURA 4.1 — Detalhes da montagem do teste fisioldgico de germinacdo em
grandes profundidades.
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O delineamento experimental foi de blocos inteiramente ao ocaso, com trés

repeti¢des, com 154 familias F;.

Em se tratando de um carater destrutivo, a utilizacdo do delineamento F, impede o
avanco de geragdes da populacdo segregante, pelo que seria dificultoso determinar se as
sementes F, que ndo germinaram foi por causa de que ndo apresentam o carater ou por
algum outro motivo associado ao desempenho fisioldgico da semente. Essa limitagdo
foi superada utilizando-se delineamentos F,.3, onde as plantas F, foram genotipadas com
marcadores moleculares enquanto que o desempenho fisioldgico associado ao genotipo

F; individual foi estimado pelo valor médio das progénies F».3 (Lynch e Wash, 1998).

Desta manera, a média das plantas emergidas, para cada familia F; foi utilizada
como pardmetro para identificacdo das plantas F, contendo maior acumulagdo de genes

associados a germinagdo em grandes profundidades.

A analise de associagdo de marcadores foi realizada conjuntamente entre os
laboratdrios de Sementes e Biotecnologia da Universidade Federal de Pelotas, RS e o
Laboratorio de Biotecnologia do Centro Nacional de Pesquisas em Arroz e Feijao, GO
(CNPAF — Embrapa). Foi utilizado um total de 270 marcadores moleculares
microssatélite especificos para arroz, sendo eles 50 disponibilizados pelo Laboratério de

Sementes e Biotecnologia da UFPel e 220 pelo CNPAF — Embrapa.

As reagdes de amplificagdo (PCR) foram realizadas em termociclador PTC-100.
Cingiienta ng de DNA genémico total foram combinados com 330 nM de cada primer
microssatélite, 250 uM de cada ANTP e 0,6U de Taqg DNA polimerase em volume final
da reacdo de 15 pL. O seguinte programa de amplificagdo foi utilizado: (i) desnaturagcao
inicial de 3 min a 94°C, (ii) 35 ciclos de 94°C por 1 min, 55°C por 2 min, 72°C por 1,5
min, e (iii) extensao final a 72°C por 5 min. O produto da amplificacdo foi visualizado
em géis de agarose 5% corados com brometo de etideo para aqueles primers que
apresentaram boa resolucdo de alelos. Para os primers nos quais a diferencia de tamanho
entre os alelos impossibilitava a analise mediante eletroforese em agarose, foi adotada a
visualizacdo em géis verticais de poliacrilamida 7%, corados com nitrato de prata

(Briard et al., 2000).
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FIGURA 4.2 — Diagrama ilustrativo dos passos envolvidos na identificacao de

marcadores moleculares associados com caracteristicas de interesse

mediante a metodologia DNA Pooling.

Os estudos de prospecgdo in silico foram realizados utilizando as seqiiéncias
gendmicas correspondentes aos marcadores microssatélite associados a caracteristica,
obtidos no estudo de associagdo mediante DNA Pooling. A prospecc¢do de genes foi
realizada utilizando o programa FGENESH (disponivel on-line no endereco
http://www.softberry.com/berry.phtml). De posse dos genes prospectados, as proteinas
por eles sintetizadas foram identificadas mediante analise de similaridade dentro do
banco publico de proteinas caracterizadas SWISS PROT
(http://www.expasy.org/sprot/).
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4.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 600 cruzamentos realizados foram obtidas 430 sementes F; (Figura 4.3), das
quais, 50% foram conservadas em camara seca a 10°C e o restante utilizada para a
obtencdo de 215 plantas F,. Destas, 154 originaram familias F,.3, que foram utilizadas
para o teste fisioldgico de germinag¢do em grandes profundidades.

O resultado do desempenho fisiologico em grandes profundidades permitiu
identificar 32 familias F3 que apresentaram emergéncia em grandes profundidades
(Tabela 4.1). O DNA de oito das 32 familias F; que apresentaram os melhores
desempenhos no teste fisioldgico, mensurado através da percentagem de emergéncia,
foi misturado em quantidades equimolares para a realizagdo da analise de DNA
Pooling utilizando 270 marcadores microssatélite especificos para arroz (Panaud et al.,

1995, Chen et al., 1997, Temnykh et al., 2000, Brondani et al., 2001).

FIGURA 4.3 - Detalhe das sementes F; na panicula (A) e colhidas (B).
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TABELA 4.1 - Percentagem de germinacao das 154 familias F5 utilizadas no teste de

desempenho fisiologico de germinacdo/emergéncia em 15 cm de

profundidade, UFPel, Pelotas, 2006.

Familia % Emergéncia Familia % Emergéncia Familia % Emergéncia
2 0,0 69 0,0 139 5,3
3 0,0 70 5,3 140 0,0
4 0,0 71 0,0 141 0,0
5 0,0 72 0,0 143 0,0
6 0,0 73 0,0 144 0,0
7 0,0 75 8,0 145 0,0
8 0,0 76 0,0 147 8,0
10 0,0 77 0,0 148 0,0
11 0,0 78 0,0 150 0,0
12 0,0 79 5,3 151 0,0
13 0,0 80 0,0 152 0,0
15 8,0 82 0,0 153 5,3
17 0,0 84 0,0 155 0,0
18 5,3 85 0,0 156 21,3
21 0,0 86 0,0 158 0,0
22 21,3 87 0,0 159 0,0
23 0,0 89 5,3 160 29,3*
24 0,0 90 0,0 161 0,0
26 0,0 91 0,0 162 0,0
28 0,0 92 50,7* 163 21,3
29 0,0 94 29,3* 165 0,0
30 0,0 95 0,0 166 0,0
31 0,0 96 0,0 167 0,0
32 0,0 97 0,0 168 0,0
34 29,3* 98 0,0 169 0,0
36 0,0 99 0,0 173 0,1
37 0,0 101 40,0* 175 0,0
38 21,3 102 0,0 176 0,0
39 0,1 105 13,3 177 0,0
40 0,0 107 0,0 178 0,0
41 0,0 109 0,0 179 0,0
42 8,0 111 13,3 182 0,0
43 0,0 112 0,0 183 0,0
44 13,3 114 0,0 184 0,0
46 0,0 115 72,0% 185 0,0
47 5,3 116 0,0 186 0,0
48 0,0 118 0,0 187 0,0
49 0,0 120 42,7* 188 0,0
50 0,0 122 0,0 189 0,0
53 0,0 123 0,0 190 8,0
54 0,0 124 0,0 191 0,0
56 0,0 125 0,0 192 0,0
57 2,7 126 0,0 194 0,0
59 0,0 127 0,0 195 0,0
60 0,0 128 0,0 196 0,0
62 0,0 129 0,0 197 13,3
63 0,0 130 0,0 198 0,0
64 0,0 132 0,0 199 0,0
65 0,0 134 0,0 200 0,0
66 0,0 135 0,0 201 0,0
68 42,7* 137 13,3

*Familias selecionadas para o teste de associagdo de marcadores moleculares médiante DNA Pooling.

A percentagem de emergéncia variou de zero a 72%, demonstrando claramente

a natureza quantitativa da caracteristica germinacdo/emergéncia em grandes

profundidades, envolvendo a expressdo de varios genes de pequeno efeito (QTLs). O
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resultado da analise por DNA Pooling revelou cinco marcadores associados com a
caracteristica, sendo eles, os marcadores RM243 e OG79, localizados no cromossomo
1, os marcadores RM208 ¢ OG110, localizados no cromossomo 2 € o marcador RM

206, localizado no cromossomo 11 (Figuras 4.4 ¢ 4.5).

A B A B A B A B A B
RM206 RM208 RM243 0G79 . 0G110
-

- -
FIGURA 4.4 - Perfil molecular dos cinco marcadores moleculares associados a

germinacao/emergéncia de sementes em arroz. (A) Pool positivo

(com o carater); (B) Parental BRS 7 ”Taim” (sem o carater).
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FIGURA 4.5 - Localizagdo cromossomica no mapa genético dos marcadores RM243,
0G79, RM208, OG110 e RM206, associados com vigor de sementes
em arroz. Baseado nos mapas genéticos de Chen et al., (1997) e

Brondani et al., (2001).
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As seqiliéncias gendmicas (contigs) correspondentes aos cromossomos onde os
marcadores microssatélite RM206 (Clone Genebank N° AC146334.2, 170.681pb),
RM208 (Clone Genebank N° AP004048, 145.014pb), RM243 (Clone Genebank N°
AP003196, 144.141pb), OG79 (Clone Genebank N° AP003239.3, 151.085pb) e OG110
(Clone Genebank N° AP005286.3, 174.290pb) encontram-se localizados foram obtidas
a partir da base de dados genomicos on line Gramene (http://gramene.org), e através de
ferramentas de Bioinformatica foram prospectados os genes circundantes as seqiiéncias
dos marcadores.

A prospeccao de genes ligados aos cinco marcadores moleculares microssatélite
permitiu identificar 14 proteinas associadas ao marcador RM 243, 21 ao marcador
0G79, 18 ao marcador RM 208, 16 ao marcador OG110 e 14 ao marcador RM206
(Tabelas 4.2,4.3,4.4,4.5 ¢ 4.6).
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TABELA 4.2 - Genes, proteinas e suas respectivas fungdes bioldgicas, prospectadas na regido cromossomica do marcador RM206.

UFPel/Pelotas, 2006.
Marcador Crom. Clone Identifica¢do Nome da proteina Tam. Funcio
Genebank
RM 206 11 AC146334.2 Q2R1X3 ORYSA NB-ARC dominio protéico 825 aa Resposta de defensa contra patdégenos
RM 206 11 AC146334.2 Q2R1X1 _ORYSA NB-ARC dominio protéico 922 aa Resposta de defensa contra patdgenos
RM 206 11 AC146334.2 Q2R1X0 _ORYSA NB-ARC dominio protéico 413 aa Resposta de defensa contra patdégenos
RM 206 11 AC146334.2 Q2R1W8 ORYSA Proteina hipotetica 179 aa Desconhecida
RM 206 11 AC146334.2 Q2R1W7 _ORYSA Possivel proteina retrotransposonica 1966 aa  Unido ao DNA, actividade ribonuclease H, unido ao RNA,
RM 206 11 AC146334.2 Q2R1W6_ORYSA Possivel proteina retrotransposonica 1030 aa Desconhecida
RM 206 11 AC146334.2 Q2R1W4 _ORYSA NB-ARC dominio protéico 920 aa Resposta de defensa contra patogenos
RM 206 11 AC146334.2 Q2R1W3 _ORYSA NB-ARC dominio protéico 967 aa Resposta de defensa contra patogenos
RM 206 11 AC146334.2 Q2R1W2_ORYSA NB-ARC dominio protéico 916 aa Resposta de defensa contra patdgenos
RM 206 11 AC146334.2 Q2R1W1_ORYSA NB-ARC dominio protéico 964 aa Resposta de defensa contra patdgenos
RM 206 11 AC1463342  GME2_ORYSA GDP-manose 3,5-epimerase 2 371 aa rc(i;agizjsi';‘lt:f‘c‘fgadveﬁ:gﬁzrgE(‘Ezf‘;sgsrgt)og’"]) manose na
RM 206 11 AC146334.2 Q2R1V7_ORYSA Beta-ketoacyl-CoA sintasa 494 aa Actividade Acyltransferase
RM 206 11 AC146334.2 Q2R1V5_ORYSA Protease intracelular 396 aa Actividade Peptidase
RM 206 11 AC146334.2 Q2R1V3 ORYSA  WIN2 — proteina inducida por injuria 158 aa Desconhecida
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TABELA 4.3 - Genes, proteinas e suas respectivas fungdes bioldgicas, prospectadas na regido cromossomica do marcador RM208.

UFPel/Pelotas, 2006.
Marcador Crom. Clone Identificacdo Nome da proteina Tam. Funcio
Genebank
RM 208 2 AP004048 QILL45 ORYSA Proteina de unio ao telomero 633 aa Unido ao DNA, modificagdo protéica, regulagdo da transcri¢do.
RM 208 2 AP004048  Q6K9S2 ORYSA P°SS‘Veggﬁgfod;;fzien“a P DA Desconhecida
RM 208 2 AP004048  Q336V3 ORYSA  Possivel monoxigenase citocromo P450 588 aa  Umiao o ferro, “ﬁ;ii:pglr‘:;aéi ealt:t’rlgzge monooxigenase,
RM 208 2 AP004048 Q9SSY0_ORYSA Proteina Pi-b 978 aa Desconhecida
RM 208 2 AP004048 Q6K9R7 ORYSA DNA ligase 304 aa Atividade ligase
RM 208 2 AP004048 Q6K9R6 ORYSA Proteina de unido ao Selénio 740 aa Unido
RM 208 2 AP004048 Q6K9R4 ORYSA Proteina associada a metais pesados. 356 aa Unido a metais
RM 208 2 AP004048 Q6K9R3 ORYSA Proteina dedos de zinco 239 aa Unido ao zinco
RM 208 2 AP004048 Q6K9R2 ORYSA Possivel Thioredoxina H 174 aa Atividade de transporte de elétrons
RM 208 2 AP004048 Q6K9R1 ORYSA Pumilio 1001 aa Unido ao RNA
RM 208 2 AP004048 Q6K721 ORYSA OTU-cisteine protease 286 aa Atividade peptidase
RM 208 2 AP004048  Q6K720 ORYSA Possivel proteina PO474F11.3 45002 UM ai’rggfi’rgzgfeflor‘s‘};sﬁggzg‘::;einlzszgé;““dade
RM 208 2 AP004048 Q6K719 ORYSA Proteina dedos de zinco 188 aa Uni#o ao zinco
RM 208 2 AP004048  Q6K718 ORYSA Proteina kinase 42400 Um0 a?rggirgggt?ﬁ?ﬁﬁiﬁﬁgg?ﬁﬁfggﬁ :“V‘dade
RM 208 2 AP004048 Q94F84_ORYSA Proteina fosfatase 344 aa Atividade hidrolase, unido ao ferro.
RM 208 2 AP004048 Q6K716_ORYSA Proteina dedos de zinco 411 aa Unido a metais, unido ao zinco.
RM 208 2 AP004048 Q6K715 ORYSA Proteina kinesine 621 aa Unido
RM 208 2 AP004048 Q6K714 ORYSA Possivel antocianina aciltransferase 453 aa Atividade transferase e aciltransferase
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TABELA 4.4 - Genes, proteinas e suas respectivas fungdes bioldgicas, prospectadas na regido cromossomica do marcador RM243.

UFPel/Pelotas, 2006.
Marcador Crom. Clone Identifica¢do Nome da proteina Tam. Funcio
Genebank
RM 243 1 AP003196 Q8HSF1_ORYSA Proteina BHLH 217 aa Desconhecida
RM 243 1 AP003196 Q53MA7_ORYSA Glucan endo-1,3-beta-glucanase 115 aa Atividade hidrolase,. hidrolizando 'enlaces O-glicosil,
metabolismo de carboidratos.

RM 243 1 AP003196 Q2QM30_ORYSA Possivel proteina 378 aa Desconhecida

RM 243 1 AP003196 Q5NAA7 ORYSA Possivel proteina B1008C01.13 508 aa Desconhecida

RM 243 1 AP003196 Q7XTIS_ORYSA Proteina OSJINBa0020P07.19 692 aa Unido ao DNA, dimerizagio de proteinas.

RM 243 1 AP003196 Q5NAA4 ORYSA Proteina helicase 2498 aa Atividade helicase, atividade triose-fosfato isomerase.
RM 243 1 AP003196 Q5NAA2 ORYSA Possivel proteina B1008C01.21 388 aa Desconhecida

RM 243 1 AP003196 QS8LRGO_ORYSA Possivel proteina B1008C01.22 311 aa Desconhecida

RM 243 1 AP003196 Q60D97 ORYSA Possivel poli-proteina 971 aa Unido ao DNA, dimerizagdo de proteinas.

RM 243 1 AP003196 Q5NA98 _ORYSA Possivel proteina B1008C01.27 577 aa Desconhecida

RM 243 1 AP003196 Q5NA%4 ORYSA Possivel proteina B1008C01.31 378 aa Desconhecida

RM 243 1 AP003196 Q852B1_ORYSA Possivel proteina OSINBb0081B07.14 402 aa Desconhecida

RM 243 1 AP003196 Q2QPW6_ORYSA  Possivel proteina transposonica CACTA 284 aa Desconhecida

RM 243 1 AP003196 QI9ARR7 ORYSA  Possivel proteina OSINBa0004G10.10 269 aa Desconhecida
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TABELA 4.5 - Genes, proteinas e suas respectivas fungdes bioldgicas, prospectadas na regido cromossomica do marcador OG79.

UFPel/Pelotas, 2006.
Marcador Crom. Clone Identificacao Nome da proteina Tam. Funcao
Genebank
0G79 1 AP003239.3 Q94DY2 ORYSA Proteina zipper de leucina 601 aa Exocitose
O0G79 1 AP003239.4 Q10NJ9 ORYSA Proteina lipase 584 aa Desconhecida
0G79 1 AP003239.5 GSTH2_ORYSA S-transferase GSTF2 215 aa Induzida por herbicida safener fenclorim e estresse por droga.
0G79 1 AP003239.6 Q94DX8 ORYSA Possivel proteina P0403C05.6 118 aa Desconhecida
0G79 1 AP003239.7 Q5IN20 ORYSA Possivel proteina P0403C05.7 382 aa Desconhecida
0G79 1 AP003239.8 Q5IN19 ORYSA Possivel chorismate mutase 313 aa  Atividade chorismate mutase, biossintese de aminoacidos aromaticos.
0G79 | AP003239.9  Q6YYJ6_ORYSA  Possivel proteina OJ1590 E05.35-1  580aa UMiac a0 DNA, atividade nuclease, mecanismos de reparagio do DNA,
recombinagdo de DNA, resposta SOS.
0G79 1 AP003239.10 Q5JN10_ORYSA Possivel proteina P0403C05.12-1 372 aa Atividade kinase, transferase, biossintese de aminoacidos.
0G79 1 AP003239.11 Q5IN17 Possivel proteina P0403C05.13 180 aa A“V‘dgg%?/ilf’frf:{a%‘:ﬁ:gzrggSﬂiif;‘i?;ig‘;"eiocgii’u rcelz,‘i’crgls’.‘“a‘?ao
, . , Unido ao DNA, atividade ribonuclease H, unido ao RNA, atividade
0G79 1 AP003239.12  Q75GCO0_ORYSA Possivel poli-proteina 1480aa DNA polimerase, replicagio do DNA.
0G79 1 AP003239.13 Q7XUY8 ORYSA Proteina OSINBa0033G16.7 107 aa Desconhecida
Sintese de indol-3-acido acético (IAA) - aminoacidos conjugados,
O0G79 1 AP003239.14 GH32 ORYSA Proteina de resposta a Auxin-GH3 614 aa amino acid conjugates, provendo um mecanismo para controle do
exceso de auxina. Expressa em raizes e flores.
0G79 1 AP003239.15  Q94DX0 ORYSA Proteina pentatricopeptide 482 aa Unido
0G79 1 AP003239.16 QS5IN09 ORYSA Deoxicitidilate deaminase 184 aa Atividade hidrolase, unido ao zinco.
0G79 1 AP003239.17 Q5JN15 ORYSA Componente do sistema ubiquitina 1111aa Unido a nucleotideos, unido ao RNA.
0G79 1 AP003239.18 Q94DW6_ORYSA Proteina serpin 411 aa Endopeptidase serina
0G79 1 AP003239.19  Q9ARY7 ORYSA Subunidade de receptor GABA-A 708 aa Receptor
0G79 1 AP003239.20 Q94DW4 ORYSA Proteina calmodulina 220 aa Unido a fons de calcio.
0G79 1 AP003239.21 Q5JNO7_ORYSA Proteina dedos de zinco 355 aa Unido ao DNA, unido ao zinco.
0G79 1 AP003239.22 Q5JN06_ORYSA Proteina integral de membrana 484 aa Atividade antiporter, atividade de transporte de drogas.
0G99 1 AP003239.23  Q5ZAN7_ORYSA Possivel proteina dedos de RING 224 aa Unido a ions metalicos, unido ao zinco.
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TABELA 4.6 - Genes, proteinas e suas respectivas fungdes biologicas, prospectadas na regido cromossomica do marcador OGI110.

UFPel/Pelotas, 2006.
Marcador Crom Clone Identificacido Nome da proteina Tam Funcio
) Genebank § P ’ §
. I Unido ao ferro, atividade monooxigenase, transporte de
0GI110 2 AP005286.3 Q69XM6 _ORYSA Possivel proteina citocromo P-450 147 aa clétrons
0G110 2 AP005286.4 Q33BK8 ORYSA Retrotransposon 1831 aa Unido ao DNA, unido ao zinco.
0G110 2 AP005286.5  Q6K9BS ORYSA S-adenosilmetionine descarboxilase 554 aa  ‘rUvidade aden"s‘lm"“fc’;gfc‘flgiejiifbox”ase’ biossintese de
0Gl110 2 AP005286.6 Q69JB4 ORYSA Possivel proteina SET 110 230 aa Desconhecida
0Gl110 2 AP005286.7 Q6K643 ORYSA Possivel pentatricopeptide protein 697 aa Unido
0Gl110 2 AP005286.8 Q6K642 ORYSA Possivel proteina 119 aa Desconhecida
0G110 2 AP0052869  Q6K641 ORysa  Lossivel fator de iniciagdo eucariftico 70 .0 niag ap RNA, atividade de fator de iniciagdo da tradugio.
(Iso)4, subunidade F

0G110 2 AP005286.10  Q6K638 ORYSA Possivel hidroxiantranilate 463 aa Atividade transferase.

- hidroiycinnamoiltransferase 3
0G110 2 AP005286.11  Q53PH7_ORYSA Retrotransposon 339 aa Unido a0 RNA, DNA polimerase, replicagio de DNA

- dependente de RNA.
0G110 2 AP005286.12  Q6K635 ORYSA Possivel co-chaperona CGE1 35502  Fator deintercambio adenilnucleotide, unido a chaperonas,

unido a proteinas nao plegadas, plegado de proteinas.

0Gl110 2 AP005286.13 Q6K634 ORYSA Possivel proteina OJ1004 A05.21 168 aa  Atividade N-metiltransferase, metabolismo de fosfolipideos.
0G110 ) AP005286.14 Q6K625 ORYZA Proteina de tetrame'rlgagao de canais de 458 aa Athlfiade de canal i6nico, unido a proteinas, canais de

- potassio. potassio regulados por voltagem, transporte iénico.
0Gl110 2 AP005286.15 Q6K624 ORYSA Proteina BRI1-KD 135 759 aa Desconhecida
0G110 2 AP005286.16  Q6K623 ORYSA  Fossivel proteina induzida por estresse de o5, Unido a lipideos.

- temperatura
0Gl110 2 AP005286.17 Q7XQX1_ORYSA Proteina OSINBa0014K 14.4 473 aa Unido a ions célcio.
OG110 2 AP005286.18 Q6K621 ORYSA Proteina exostosine 482 aa Desconhecida
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Dos 83 genes prospectados, apenas alguns deverdo estar efetivamente
envolvidos na expressdo do carater germinagdo/emergéncia em grandes profundidades
do solo. Isto pode ser devido a que a analise e identificacdo de marcadores associados a
genes de efeito quantitativo (QTLs) em populagdes segregantes deve ser analisada com
algumas ressalvas. A principal delas ¢ a forte interagdo entre o QTL e o ambiente, o que
faz com que sejam necessarias reavaliacdes a campo para que o efeito do ambiente seja
minimizado e assim, aumentar as chances de identificar os efeitos dos genes de pequeno
efeito, principalmente em geracdes iniciais. Este procedimento aumenta
consideravelmente as chances de identificar marcadores proximos aos genes.

Deve ser considerado ainda que a seqiiéncia gendmica utilizada para a
prospeccdo de genes correspondente a cada marcador (em média 150.000pb ao redor da
seqiiéncia do marcador microssatélite), ¢ varias vezes maior do que o tamanho real do
fragmento genomico amplificado pelo marcador (aproximadamente entre 400 e
1000pb). Isto pode ter ocasionado a prospeccdo de muitos genes constitutivos que sao
comuns a ambos os genitores, que ndo apresentam nenhuma segregacao.
Consequentemente, ndo estdo relacionados com a expressdo fenotipica do carater

(Figura 4.6).
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FIGURA 4.6. Imagem parcial do banco de dados GRAMENE, onde pode ser observada
a localizagdo cromossdmica do marcador RM206 (A — Linha vermelha) e
ampliagdo da regido gendmica ilustrando os clones gendmicos e a

localizagdo especifica do marcador RM206 (B — Linha vermelha).
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Outros fatores podem influenciar na deteccdo de marcadores ligados a QTLs,
como o numero de genes envolvidos na expressdo do carater, a existéncia de interagdes
génicas, a herdabilidade do carater, o nimero de genes segregando na populagdo, o tipo
e tamanho da populagdo segregante e o nimero de marcadores utilizados.

No entanto, dois dos marcadores microssatélite identificados como associados
ao carater germinagdo/emergéncia, revelaram ligagdo com genes de conhecido efeito
direto sobre o processo de germinacdo das sementes. Por um lado, o marcador RM206,
localizado no cromossomo 11, mostrou-se ligado a sete genes de resisténcia a patdgenos
(Tabela 4.2).

Segundo Chen et al. (1997), o marcador RM206 foi identificado como ligado ao
gene Pi5, que confere resisténcia a Magnaporthe grisea, fungo responsavel pela doenca
conhecida como Brusone no arroz. Esta doenga fungica, transmitida por sementes ¢
responsavel por perdas que atingem até 100% quando as condi¢des sdo favoraveis 4
multiplicagdo do fungo. E amplamente sabido que os genes de resisténcia constituem
blocos de ligacdo com escassa segregacdo. Isto poderia ser uma possivel explicagdo
para a presenca de tantos genes de resisténcia concentrados numa mesma regido
genomica. Segundo Lucca Filho (2006), sao inimeros os relatos que citam os efeitos do
ataque de patogenos das sementes sobre a qualidade fisiologica. Como conseqiiéncia
direta do ataque de patdgenos, teremos redugdes da porcentagem de germinagdo e do
vigor, com reflexos altamente negativos no desempenho destas sementes no campo. Por
isso, estudos mais aprofundados sobre os efeitos do ataque de patdgenos as sementes na
populagdo segregante utilizada neste estudo poderdo ser de extrema utilidade para
confirmar de que um dos fatores associados aos problemas de germinacdo e vigor nas
sementes de arroz ¢ relacionada com a resisténcia ao ataque de patogenos presentes nas
sementes € no solo.

Outro marcador que se revelou estar ligado a um gene de extrema importancia
no processo germinativo das sementes ¢ o marcador RM243, localizado no cromossomo
1 (Tabela 4.4). Este marcador co-segregou com o gene que codifica para a proteina
Glucano endo-1,3 B-glicosidase, uma B-amilase que atua junto com as a-amilase na
hidrolise dos enlaces O-glicosidicos durante o metabolismo dos carboidratos do

endosperma no processo de germinacao.
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Realizando estudos de clonagem e expressao diferencial de enzimas hidroliticas
em arroz, Akiyama et al. (2004) identificaram o gene OsGLN2, que codifica para uma
endo-1,3 B-glicosidase, com elevados indices de expressao nas fases de florescimento e
germinagdo das sementes. Nenhum indicio de expressao desta proteina foi detectado em
qualquer outro tecido da planta. A proteina OsGLN2 foi 72% similar a proteina GII da
cevada e 93% similar com outra glucanase caracterizada do arroz, a proteina Gns4.
Durante o florescimento, a proteina OsGLN2 ¢ expressa exclusivamente na palea e lema
das sementes, enquanto que durante a germinagdo das sementes a sua expressio foi
predominante em tecidos endospermaticos € nao embrionarios. Por outro lado, os
mesmos autores identificaram que a expressdo do gene OsGLN2 ¢ aumentada pelo
efeito in vitro da Giberelina (GA3), enquanto que a adigdo de Acido Abscisico (ABA)
interrompe o processo. Isto faz sentido, considerando que o processo de germinagao das
sementes, € 0s genes que atuam neste processo, sao fortemente influenciados pela agao
de fitohormonios, tais como GAj3; e ABA. Isto aumenta ainda mais as chances de que o
gene que codifica para a proteina Glucano endo-1,3 B-glicosidase, ligado ao marcador
RM243, esteja, efetivamente, envolvida na expressdo do vigor nas sementes,
aumentando consideravelmente as chances de germinagdo/emergéncia quando
submetidas a grandes profundidades de semeadura.

O fato de a analise de QTLs ndo identificar necessariamente um gene, mas uma
regido gendmica que pode conter diversos outros genes, incluindo os desfavoraveis para
uma determinada caracteristica, faz com que os resultados fornegam apenas uma
aproximacao das regides que a controlam. Estudos posteriores visando a identificagao
dos principais genes e o ambiente especifico onde estes sdo expressos se faz
necessarios. Isto pode ser realizado mediante a saturacdo da regido do mapa genético
nas regides onde se encontram localizados os cinco marcadores identificados neste
estudo. Marcadores do tipo RAPD ou AFLP, de grande poder multiplex, podem ser de
extrema utilidade na identificagdo de marcadores estreitamente ligados com o caréater.
Marcadores distanciados em até 5 cM do gene conferem ampla confiabilidade para sua

utilizagdo em programas de selecdo assistida por marcadores moleculares.
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4.6. CONCLUSOES

- O processo germinativo das sementes de arroz a grandes profundidades no solo
revela a acdo de varios genes de efeito quantitativo;

- Foi possivel identificar marcadores do tipo microssatélites associados a pelo
menos dois possiveis QTLs atuando no processo de germinagdo/emergéncia das

sementes de arroz.
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5. CONCLUSOES GERAIS

O carater germinagao/emergéncia em grandes profundidades envolve a interagao
e expressdo de varios genes em numero e tipos desconhecidos. Entre eles, os genes da
a-amilase parecem estar diretamente envolvidos, sendo que mutagdes no gene a-amilase
AMY1 do arroz foram correlacionados com um decrescimento no desempenho
fisiologico das sementes. Neste trabalho foi possivel também, evidenciar um
comportamento claramente quantitativo do carater germinagdo/emergéncia. Os estudos
moleculares realizados permitiram identificar cinco marcadores microssatélite
associados ao carater. Destes, dois mostraram-se estreitamente ligados a genes de
fundamental importancia no processo germinativo das sementes. Por um lado, o
marcador RM 206 revelou associacdo com genes de resisténcia a patdogenos, enquanto
que o marcador RM 243 esteve ligado a um gene B-amilase, responsavel pela

degradagdo das reservas do embrido durante o processo de germinagao.
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