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CARACTERIZAGAO GENETICA E FENOTIPICA PARA TOLERANCIA AO
FRIO E CARACTERISTICAS AGRONOMICAS EM ARROZ IRRIGADO

Autor: Antonio Folgiarini de Rosso
Orientador: Luiz Carlos Federizzi

RESUMO

Temperaturas baixas sdo um dos principais limitantes a cultura do arroz
no estado do Rio Grande do Sul, porém a tolerancia ao frio € uma
caracteristica dificil de selecionar em condigcdes de campo pela impossibilidade
de prever a ocorréncia do estresse e de obter coincidéncia das baixas
temperaturas com os periodos criticos para a cultura. Os objetivos deste
trabalho foram estudar a divergéncia genética para tolerancia ao frio entre
genotipos de arroz irrigado, avaliar o potencial de uma populagdo indica x
japbnica para fins de melhoramento e estudar a heranga da tolerancia ao frio
em trés estadios de desenvolvimento. Para isso, foi realizada avaliagcédo
fenotipica de 41 gendtipos de arroz irrigado para tolerancia ao frio nos estadios
de germinacdo e vegetativo, e analise molecular com marcadores do tipo
microssatélites. O estudo da populagdo de 71 linhagens recombinantes Fg.7 €
Fe.s foi realizado em ensaios de campo em duas safras agricolas (2004/05 e
2005/06) e em dois locais (Cachoeirinha e Santa Vitoria do Palmar-RS), onde
foram avaliados sete caracteres fenotipicos, e sob condicdo de temperatura
controlada, em Cachoeirinha, avaliada a tolerancia ao frio nos estadios de
germinagao, vegetativo e reprodutivo. Com base nas analises fenotipica e
molecular, os 41 gendtipos do banco de germoplasma apresentaram ampla
divergéncia genética, evidenciando que entre os gendtipos da subespécie
japbnica existem boas fontes de tolerancia ao frio tanto na germinagédo como
no estadio de plantula. A populagéo de linhagens recombinantes apresentou
elevado potencial para fins de melhoramento, com ampla variabilidade genética
em todos os caracteres avaliados. Os resultados mostraram uma heranca
quantitativa para a tolerancia ao frio no estadio de germinagéo e uma heranga
oligogénica nos estadios vegetativo e reprodutivo, com dois genes
independentes em cada um destes estadios.

" Tese de Doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (99 p.) Outubro, 2006.
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GENETIC AND PHENOTYPIC CHARACTERIZATION OF COLD
TOLERANCE AND AGRONOMIC TRAITS IN IRRIGATED RICE '

Author: Antonio Folgiarini de Rosso
Advisor: Luiz Carlos Federizzi

ABSTRACT

Cold temperature is one of the main limiting factors for the rice crop in
the Rio Grande do Sul State, however cold tolerance is a difficult trait to select
for under field conditions due to unpredictability of cold temperature occurrence
and its coincidence with critical stages of plant development. The objectives of
this work were to study the genetic divergence for cold tolerance among
irrigated rice genotypes, to evaluate the potential of an indica x japonica
population for cold tolerance breeding and to study the inheritance and
heritability of cold tolerance at three stages of development. For this, 41
irrigated rice genotypes were evaluated for cold tolerance at the germination
and vegetative stages and analyzed with microsatellites molecular markers. The
study of the population of 71 recombinant inbred lines was carried out on field
trials conducted at two sites (Cachoeirinha and Santa Vitéria do Palmar) during
two growing seasons (2004/05 and 2005/06), where seven phenotypic traits
were evaluated. Under controlled temperature, in Cachoeirinha, cold tolerance
at germination, vegetative and reproductive stages was evaluted. Based on the
phenotypic and molecular analyses, the 41 genotypes of the germplasm bank
showed wide genetic divergence and evidenced that among the genotypes
belonging to the japonica subspecies there are good sources of cold tolerance
at the germination and vegetative stages. The population of recombinant inbred
lines showed high potential for breeding purposes, with wide genetic variability
for all the phenotypic traits evaluated. The results showed quantitative
inheritance for cold tolerance at the germination stage and oligogenic
inheritance for the vegetative and the reproductive stages, with two independent
genes in each of these stages.

" Doctoral thesis in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (99 p.) October, 2006.
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INTRODUGAO GERAL

No Brasil, ha uma grande area plantada com a cultura do arroz, a qual
abrange tanto o sistema de cultivo irrigado, principalmente nos estados do Rio
Grande do Sul e Santa Catarina, quanto o de terras altas nos estados do
Centro-Oeste. Embora a obtencdo de produtividades crescentes nos ultimos
anos, em ambos sistemas, estas ndo tem sido suficientes para suprir a
demanda por este tipo de alimento.

A cultura do arroz irrigado é de grande importancia para a economia do
estado do Rio Grande do Sul (RS). Na safra agricola 2005/06 foram cultivados
1.031.000 ha, onde foram obtidas 6.886.091 t, com rendimento médio de 6.679
kg ha™, representando cerca de 50 % da producgéo brasileira (IRGA, 2006a). A
cadeia produtiva do arroz no RS envolve grande numero de produtores (cerca
de 12.000), industriais e comerciantes de pequeno, médio e grande porte,
dedicados exclusivamente a esta cultura (IRGA, 2006b).

No Estado, a maioria das cultivares utilizadas possui origem comum,
proveniente de cruzamentos entre genitores de constituicdo genética
semelhante, tornando o cultivo do arroz potencialmente vulneravel a estresses
bidticos e abidticos, além de colocar em risco a estabilidade da producao. Entre
os principais limitantes das cultivares utilizadas no RS estao a suscetibilidade a
brusone (Magnaporthe grisea), a toxidez pelo excesso de ferro soluvel no solo,
a sensibilidade a baixas temperaturas nos estadios de germinagao, vegetativo
e reprodutivo e a suscetibilidade ao acamamento no sistema de cultivo pré-
germinado.

As regides do Litoral Sul e Campanha do RS, caracterizadas pela
dependéncia de poucas alternativas econémicas, tém no cultivo do arroz um

dos seus principais produtos. Considerando-se que nestas regides sao



2

cultivados anualmente cerca de 345.000 ha, ou em torno de 33% da area
cultivada com arroz no Estado e a ocorréncia de baixas temperaturas € um dos
principais limitantes, evidencia-se a abrangéncia do problema tanto para o
Estado como para a regiao (IRGA 2006b).

A escolha dos genitores é uma das primeiras etapas de um programa de
melhoramento. Nesta etapa, encontra-se uma das principais limitagdes
relacionadas a tolerancia ao frio, pois os alelos para este carater, em geral,
estdo presentes em gendtipos ndo adaptados, com baixo potencial produtivo,
suscetiveis as principais moléstias e com caracteristicas fisicas e de cocgao
dos graos indesejaveis para o mercado consumidor brasileiro.

Além disso, a avaliacido das fontes de tolerancia ao frio e do material
segregante € outra limitagdo, pois a campo, a ocorréncia de baixas
temperaturas é de dificil previsdo, tanto em tempo quanto em intensidade e, em
condigdes controladas os testes muitas vezes nao conseguem imitar
exatamente as condi¢cdes naturais.

Por isso, a importancia do estudo da variabilidade envolvendo os
principais genitores usados como fontes para adaptagdo, constituidos
principalmente de cultivares locais, e fontes para a tolerdncia ao frio
provenientes de introdugdes, procurando estabelecer grupos similares
geneticamente, e desta forma auxiliar na escolha dos mesmos.

Da mesma forma, o estudo de caracteres adaptativos e de qualidade de
graos em uma populagado desenvolvida a partir do cruzamento entre um genitor
adaptado e um genitor com tolerancia ao frio, baseado em avaliagdes de
campo e sob condi¢gdes de temperatura controlada, € de relevancia para os
programas de melhoramento genético da cultura do arroz.

Este trabalho teve os seguintes objetivos gerais:

- avaliar genitores potenciais para tolerdncia ao frio nos estadios de
germinagao e vegetativo e estudar a divergéncia genética entre os mesmos
através de marcadores moleculares (Capitulo 1);

- determinar parametros genéticos para as caracteristicas agrondmicas
estatura, ciclo, rendimento de graos, esterilidade de espiguetas, numero de
graos por panicula e de qualidade dos gréos, como centro branco e teor de
amilose, em uma populacdo de linhagens recombinantes (Fs;) desenvolvida a

partir do cruzamento IRGA 417 x Quilla 64117 (indica x japbnica) (Capitulo Il);
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- estudar a heranca e herdabilidade da tolerancia ao frio na populacdo de
linhagens recombinantes nos estadios de germinagéao, vegetativo e reprodutivo
(Capitulo 111).

REVISAO BIBLIOGRAFICA GERAL

Origem e classificagao botanica do arroz

O arroz € uma monocotiledonea da familia Poaceae (Gramineae),
subfamilia Pooideae, tribo Oryzae e género Oryza. A adaptagdo as condi¢des
aquaticas ou de inundacao parece ter sido o principal fator na evolugao de
Oryzae, uma tribo isolada de gramineas com cerca de quatorze géneros
(Chandraratna, 1964).

O género Oryza apresenta 22 espécies (Chang, 1996), entre as quais
destacam-se as duas espécies de arroz cultivado, Oryza sativa L. (arroz
asiatico) e Oryza glaberrima Steud (arroz africano), as quais pertencem a um
grupo de espécies chamado complexo Oryza sativa, junto com cinco espécies
silvestres, O. rufipogon, O. longistaminata, O. barthii, O. glumaepatula e O.
meridionalis. Este complexo foi primeiramente definido como espécies dipldides
tendo o genoma A em comum. Destas, somente O. rufipogon produz hibridos
F1 férteis com O. sativa e, portanto, sdo consideradas como pertencentes a
uma unica espécie bioldgica. As evidéncias sugerem que O. rufipogon é o
ancestral de O. sativa e O. barthii € o ancestral do arroz africano O. glaberrima
(Morishima, 2001). O. sativa, O. glaberrima e seus aparentados silvestres séo
dipldides (2n=24), constituidos pelo genoma AA, enquanto sete espécies
silvestres sao tetraploides (2n=48) (Chang, 1996).

Segundo Morishima (2001), o arroz tem dois pools génicos primarios
correspondentes a O. sativa e O. glaberrima, que contém as linhagens
cultivadas e seus aparentados silvestres e daninhos. Dentro do pool génico
primario de O. sativa, quatro dire¢des de diferenciacédo sdo reconhecidas: (1)
diferenciagao dos tipos silvestres para os cultivados, (2) diferenciagédo dos tipos
perenes para os anuais dentro das ragas silvestres, (3) diferenciagcao
geografica nas racas silvestres e (4) diferenciacdo varietal em relacdo as

subespécies indica e japoOnica. Esta diferenciagdo em subespécies indica e
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japbnica é provavelmente decorrente do processo de domesticagao da espécie
Oryza sativa, cuja origem ocorreu na Asia.

Uma vez que se originou no sudoeste da Asia, o seu cultivo se
dispersou, sendo cultivado tanto em terras baixas e tropicais (india e sul da
China) como em regides de clima temperado e terras altas (Coréia e Norte da
China) (Oka e Morishima, 1997).

Sao sugeridas trés hipoteses relativas a origem da diferenciagao indica —
japbnica. Na primeira, o arroz da subespécie indica foi desenvolvido do
ancestral selvagem no sudoeste da China e o da subespécie japbdnica se
diferenciou mais tarde a partir da subespécie indica (Ting, 1961, apud Oka e
Morishima, 1997). A segunda hipétese assume que o arroz selvagem
domesticado em terras baixas tornou-se a subespécie indica e aquele
domesticado em terras altas tornou-se a subespécie japonica (Wang et al.,
1984, apud Oka e Morishima et al., 1997). A terceira hipétese presume que as
variedades japdnicas se originaram na China a partir de um arroz selvagem da
subespécie japdnica e as variedades indicas se originaram em algum lugar fora
da China, provavelmente na india (Chou, 1981, apud Oka e Morishima, 1997).

Esta terceira hipdtese, de origem difilética, também foi proposta por
Second (1985), apud Oka e Morishima (1997), que investigou variagdes
isoenzimaticas. Apesar disso, essa € a hipétese menos aceita, sendo que a
primeira hipétese € suportada pelo fato de que o arroz selvagem comum e as
variedades indicas sao simpatricas e produzem hibridos. No entanto, o que
restringe a maior aceitagcdo desta hipotese € que parece dificil que a
subespécie indica produza a subespécie japbnica uma vez estabelecida.
Portanto, a hipotese mais plausivel é a segunda, que sugere que 0s primeiros
domesticados se diferenciaram em respostas as condicdes do habitat
(Morishima, 2001), o que é compativel com a origem monofilética, também

sugerida pela primeira hipotese.

Diferenciagao entre as subespécies indica e jap6nica

As subespécies indica e japbnica se diferenciam por uma série de
caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas e genéticas. Segundo Morishima,
(2001), quando tipos indicas e japobnicas tipicos foram comparados, muitos

genes e caracteres mostraram associagado nao casualizada com cada um para
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claramente separar as duas subespécies. Entre os caracteres morfologicos
mais marcantes que definem as duas subespécies destaca-se a forma do gréo,
sendo que, em geral, as variedades japOnicas possuem graos curtos, largos,
espessos, e secado transversal arredondada e as indicas, graos longos,
estreitos e levemente planos (Chandraratna, 1964; Watanabe, 1997).

Além da forma do grdo, diferengcas em varios caracteres agronémicos
sdo encontradas entre as subespécies indica e japdnica. Em geral, auséncia de
arista, facil debulha, cor verde claro das plantas, grande numero de afilhos,
habito de crescimento mais aberto dos afilhos e sensibilidade a temperaturas
baixas sdo caracteres encontrados em gendtipos da subespécie indica. Por
outro lado, presenca de arista, resisténcia a debulha, cor verde escuro das
plantas, menor numero de afilhos, habito de crescimento ereto dos afilhos e
tolerancia a temperaturas baixas s&do caracteres geralmente presentes em
gendtipos da subespécie japdnica (Takahashi, 1984). Ragas patogénicas do
fungo causador da brusone (Magnaporthe grisea) também foram divididas em
dois grupos, cada um dos quais tendeu a mostrar patogenicidade especifica
com cultivares das subespécies indica e japbnica. Alguns locos de isoenzimas
como Acp-1, Cat-1, Pgi-1 e Pox-2 mostraram diferengas na frequéncia alélica
entre as subespécies indica e japdnica. Estas diferencas indicaram que estas
subespécies diferem em grande numero de genes (Oka e Morishima, 1997).

Cultivares da subespécie indica sao utilizadas extensivamente nas areas
tropicais e subtropicais, e as cultivares da subespécie japdnica predominam
nas regides temperadas, porém também sao utilizadas nos tropicos,
principalmente em areas de alta elevacao (altitude) e em arroz de sequeiro ou
de terras altas (Glaszmann e Arraudeau, 1986). Esse grupo de cultivares
também é considerado como intermediario, pela afinidade com a subespécie
indica e frequentemente referido como javanica (Morinaga, 1954 apud
Watanabe, 1997). Entretanto, Glaszmann (1987) classificou as cultivares de
arroz em dois grandes grupos, indica e japonica, sendo este ultimo subdividido
em tropical e temperado.

Estudo realizado por Mackill (1995), com o objetivo de quantificar a
diversidade genética de cultivares de arroz, classificou as cultivares indicas e
japbnicas em dois grupos separados. O agrupamento foi menos acentuado

dentro da subespécie japbnica. As japOnicas tropicais (incluindo as cultivares
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dos Estados Unidos de grdo longo) geralmente agrupadas, mas em uma
divisdo nao muito clara, ficaram entre os tipos tropical e temperado.

O avancgo na aplicagédo de técnicas de biologia molecular tem auxiliado
no esclarecimento da diferenciagao entre as subespécies indica e japdnica. Em
um trabalho de caracterizagao fenotipica e molecular de um grupo de cultivares
e linhagens locais e de cultivares introduzidas, Lopes (2002a) agrupou os
gendtipos nas subespécies indica e japdnica, com base em apenas dois
iniciadores de RAPD e um de microsatélites, mostrando a alta variabilidade a
nivel molecular entre as duas subespécies.

Embora seja um tema de muita controvérsia, a mais importante distingao
entre as subespécies indica e japdnica, segundo Chandraratna (1964), é a
barreira de esterilidade que os separa. O problema da esterilidade em hibridos
indica x japbnica é importante para os programas de melhoramento pois, em
geral, as cultivares da subespécie japdnica sdo mais tolerantes ao frio e, por
isso, sao utilizadas como fonte de variabilidade para esta caracteristica. A
analise deste problema torna-se relevante pela populagdo que esta sendo
utilizada no presente trabalho.

A esterilidade é comum em gendtipos melhorados de arroz e tem trés
causas principais: temperaturas extremas, acamamento de plantas e
esterilidade hibrida ou incompatibilidade genética. A esterilidade poderia causar
uma perda progressiva de individuos recombinantes, limitando a transferéncia
de caracteres desejaveis de cultivares da subespécie japbnica para cultivares
da subespécie indica (Jennings et al.,, 1979). As causas genéticas da
esterilidade tém sido estudadas. Oka (1956), apud Sano (1997) concluiu que a
esterilidade hibrida observada no arroz da Asia foi bem explicada por um
conjunto de letais gaméticos duplicados. Diferengas nos cromossomos a nivel
estrutural provocaria irregularidades meioticas (Kuang, 1951, apud Sano, 1997)
e esterilidade do hibrido F1 (Cameron et al., 1957, apud Sano, 1997).

Principais limitagoes das cultivares de arroz irrigado no Rio Grande
do Sul

No Rio Grande do Sul (RS) a maioria das cultivares de arroz irrigado
utilizadas tem origem comum e procede de cruzamentos entre genitores com

constituicdo genética semelhante. Essa situagdo torna o cultivo do arroz
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potencialmente vulneravel a estresses bidticos e abioticos, colocando em risco
a estabilidade da produg¢ao (Carmona et al., 1996).

As principais limitagdes das cultivares atualmente utilizadas no RS sao a
suscetibilidade a brusone (M. grisea), principal moléstia fungica, a toxidez
causada pelo excesso de ferro soluvel no solo, a sensibilidade a baixas
temperaturas nas fases de germinagao, plantula e reprodutiva e suscetibilidade
ao acamamento no sistema de cultivo pré-germinado. Além destas limitagdes,
ha necessidade de se manter os padrées de qualidade de coccdo e industrial
dos gréos e o alto potencial produtivo.

Nos ultimos anos, os programas de melhoramento tém langado varias
cultivares resistentes a brusone, entretanto, o tempo de vida util da maioria
delas € de um ou de poucos anos, devido a quebra da resisténcia em virtude
da alta variabilidade patogénica do fungo M. grisea (Ou, 1985). Por isso, como
a brusone ocorre de forma epidémica, principalmente em areas protegidas de
ventos, onde a irrigagao € deficiente ou quando ocorre atraso na semeadura, o
melhoramento para resisténcia duravel € um dos principais objetivos no
melhoramento genético de arroz.

Para desenvolver cultivares resistentes, uma das estratégias tem sido o
cruzamento de diferentes fontes de resisténcia a M. grisea, constituidas, em
sua maioria, por gendtipos tropicais de tipo de planta melhorado procedentes
do Centro Internacional de Agricultura Tropical - CIAT e International Rice
Research Institute - IRRI (Carmona et al., 1996). A mesma estratégia também
tem sido utilizada para obtencdo de tolerancia a toxidez por ferro, sendo a
avaliacdo realizada em viveiros especiais para cada uma destas duas
caracteristicas (Carmona et al., 2001).

Embora a resisténcia das cultivares a brusone se mantenha por poucos
anos, € possivel obter bons rendimentos com cultivares que apresentem um
nivel de resisténcia intermediaria, empregando bom manejo da cultura e, desta
forma, estender por varios anos o tempo de utilizagdo das mesmas.

A origem tropical da maioria das cultivares utilizadas no RS confere
sensibilidade a temperaturas baixas (Terres et al., 1985b) e, por isso, durante o
planejamento dos cruzamentos tem sido buscada a combinagédo de genitores
da subespécie indica, bem adaptados as condigdes locais, com gendétipos da

subespécie japobnica, introduzidos do CIAT, Chile e Japdo, visando gerar
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materiais mais tolerantes a temperaturas baixas com potencial de adaptacao
para as regides do litoral sul e campanha do Estado (Carmona et al., 1999).

Em relacdo ao potencial produtivo, observa-se que desde o langcamento
das cultivares de porte baixo, tipo moderno ou filipino, com aceitavel qualidade
de gréo, as mesmas elevaram os rendimentos e passaram a predominar nas
lavouras do RS. Este predominio que, na safra 2004/05, chegou a mais de 95%
da area (IRGA, 2006b), pode ser justificado pelo seu desempenho, as quais
possuem uma combinagao de caracteristicas de planta que possibilitam altos
rendimentos como porte baixo, folhas curtas e eretas e alta capacidade de
afilhamento. Estas caracteristicas permitem adubacdo mais pesada e maior
eficiéncia fotossintética, além de conferir maior plasticidade as plantas. Todo
este conjunto de caracteristicas € modificado quando se faz a introgressao de
genes de fontes da subespécie japbnica para a subespécie indica, visando a
tolerancia ao frio. Em geral, as populagbes apresentam estatura mais elevada,
tipo de planta proximo ao da subespécie japbnica (porte mais alto, folhas
longas e decumbentes e menor capacidade de afilhamento), alta esterilidade e
menor qualidade de graos.

Quanto aos sistemas de cultivo, com o0 aumento da area semeada no
sistema de cultivo pré-germinado, a partir dos anos 90, ficou evidenciada a
necessidade de cultivares mais adaptadas ao sistema, principalmente com
resisténcia ao acamamento, pois as cultivares até hoje langadas no RS foram
selecionadas sob o sistema convencional. Com base nisso, o programa de
melhoramento do IRGA iniciou, na safra agricola 2000/01, sele¢cdo dentro de
populagcdes F2, a partir de cruzamentos entre genitores com maior resisténcia
de colmo, semeadas no sistema de cultivo pré-germinado, ambiente para o
qual serdo desenvolvidas, com objetivo de aumentar a probabilidade de obter-
se cultivares mais adaptadas. Neste aspecto, a identificacdo de gendtipos com
tolerancia ao frio nos estadios de germinacdo e de plantula possibilitaria a
implantacdo do sistema no inicio do periodo recomendado (inicio de outubro)
em todas as regides do estado do Rio Grande do Sul. Com as cultivares
comerciais disponiveis, em geral, nas regides do Litoral Sul e Campanha é
necessario esperar para semear as lavouras no més de novembro, quando as

temperaturas do solo e da agua permitem o crescimento normal das plantas.
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Danos causados por temperaturas baixas e genética da tolerancia
ao frio

O arroz é cultivado desde o norte da China, a uma latitude de 53° N, até
o sul da Australia, a 35° S, e desde o nivel do mar até altitudes acima de 2000
metros na Kashmira, entre india e Nepal (Yoshida, 1981). Segundo este autor,
temperaturas extremas sao prejudiciais ao crescimento das plantas e, em
consequéncia, € um dos principais fatores do ambiente onde o ciclo de vida da
planta pode completar-se.

Nesta ampla faixa geografica onde o arroz é cultivado, temperaturas
baixas sdo comuns em um ou mais estadios de desenvolvimento. Os danos
mais comuns em decorréncia do frio sdo: falhas na germinagéo, atraso na
emergéncia de plantulas, reducdo na estatura de planta, descoloracdo de
folhas, degeneracdo da ponta da panicula, exer¢do incompleta da panicula,
atraso na floragdo, alta esterilidade de espiguetas e maturagéo irregular de
graos (Yoshida, 1981). Entre estes danos, a alta esterilidade de espiguetas, o
atraso na floragdo e a maturacgao irregular sdo os mais comuns em muitos
paises.

A fase reprodutiva, que compreende a microsporogénese e a floracao, é
a mais sensivel a temperaturas baixas, com efeitos diretos na produtividade.
Alvarado (1999) observou que a porcentagem de esterilidade de espiguetas,
que normalmente varia entre 10 e 12%, pode aumentar até 60% quando a
temperatura durante a floracao for inferior a 20°C.

Em estudo de caracterizagdo de um grupo de 117 cultivares usando
marcadores RAPD, Mackill et al. (1997) encontraram consideravel diversidade
dentro das subespécies indica e japdnica (tropical e temperado). Neste estudo,
o grupo de cultivares da subespécie japOnica temperada apresentou maior
tolerancia ao frio no estadio de plantula (menor clorose nos tratamentos com 9
e 13°C), maior vigor de plantula, menor atraso na floragdo, maior exergcao de
panicula e menor debulha (menor degrane ou queda de grados) que as
cultivares indicas.

No RS, em geral as baixas temperaturas coincidem com o periodo
reprodutivo, o de maior sensibilidade, e sintomas visuais sdo observados logo
apos a incidéncia do frio, como descoloragédo e degeneragao de espiguetas. Se

a ocorréncia for na fase vegetativa, € observada uma clorose generalizada nas
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plantas que, no entanto, podem recuperar-se com a posterior elevacao da
temperatura, dificultando a avaliagdo do dano no rendimento de graos.

Se as temperaturas baixas ocorrerem no periodo reprodutivo, em geral
devido a frentes frias que acontecem com maior probabilidade a partir do més
de margo (Steinmetz et al., 1999), elas provocam aumento na esterilidade de
espiguetas e, com isso, redugdo importante no rendimento de gréos. Neste
caso, poucos sao os registros como os da safra 1982/83, quando numa area de
8.531 ha em lavouras do Litoral Sul do RS, foram relatados prejuizos
superiores a 20% na produtividade (Terres et al., 1985b).

As duas cultivares langadas no RS com maior tolerancia a frio na fase
reprodutiva, IAS 12-9 Formosa (Galli et al., 1972) e BRS 130 Bojuru (Embrapa,
1997), as quais atualmente sao cultivadas em pequenas areas, possuem graos
curtos, o que de certa maneira restringe 0 seu uso e comercializagdo nas
colénias japonesas de S&o Paulo e Rio de Janeiro, n&o influenciando o
mercado de graos longo fino, preferido do consumidor brasileiro.

A tolerancia ao frio € a capacidade que certas cultivares apresentam de
suportar a ocorréncia de baixas temperaturas, sem redugdo importante no
rendimento de graos (Terres et al., 1985a). Manifesta-se principalmente na fase
de emergéncia, quando as plantulas toleram temperaturas de solo ao redor de
13°C e apresentam rapida emergéncia, bom vigor inicial e folhas de coloragao
verde normal. No periodo reprodutivo, quando as plantas toleram temperaturas
em torno de 15°C, especialmente nas fases de microsporogénese e floragéo,
sem apresentar esterilidade superior a 15%, ma exer¢ao de panicula e duragéo
maior de sete dias entre o inicio e o fim da floracdo. As plantas ndo devem,
ainda, mostrar muita variagdo na estatura, tanto com temperaturas baixas
como em condi¢des favoraveis de ambiente.

A capacidade de germinacdo sob temperatura baixa é controlada por
genes dominantes e ha possibilidade de ocorréncia de segregacao
transgressiva, dependendo das cultivares genitoras do cruzamento (Sasaki,
1977, apud Takahashi, 1997). Além disso, observou-se que as agdes génicas
relevantes foram as aditivas e as de dominéancia, que os genes dominantes
foram acumulados nas cultivares com alta capacidade de germinagao e que o

numero de genes efetivos foi ao redor de cinco.
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No estadio vegetativo, a tolerdncia ao frio que previne a clorose em
cultivares japonicas € controlada por um ou dois genes maiores (Kwak et al.,
1984).

A esterilidade causada por temperaturas baixas parece estar sob
controle poligénico, com os genes efetivos estando localizados nos grupos de
ligacdo 2, 6, 9 e 11 (Sano, 1997). Trabalho semelhante realizado por Shibuya
(1973), apud Sano (1997) ao avaliar a esterilidade de espiguetas sob
temperaturas baixas, estimou que o0s genes correspondentes estavam
localizados nos grupos de ligagéo 2 e 11.

Estudos realizados buscando verificar a correlagcdo entre os estadios de
germinacgao, vegetativo e reprodutivo concluem que a tolerancia ao frio em uma
fase do ciclo ndo esta necessariamente relacionada com a tolerancia em outras
(Jennings et al., 1979; Datta et al., 1983).

O grau de exergao de panicula também é uma caracteristica afetada
pelo frio, sendo observada exercdo completa em gendtipos tolerantes e
incompleta em gendtipos sensiveis. A base genética deste carater € simples e
depende do germoplasma estudado. No trabalho conduzido com gendtipos
indianos, Mahishi et al. (1991) relataram um gene dominante e, em trabalho
com genotipos chilenos, Cruz (2001) observou um gene recessivo controlando
o carater.

Algumas praticas de manejo sdo recomendadas para tentar evitar ou
reduzir os efeitos causados pelo frio, principalmente no estadio reprodutivo.
Semeadura na época mais favoravel, uso de cultivares de diferentes ciclos, uso
de cultivares precoces, elevagao da lamina da agua de irrigacéo e aplicagao de
doses parceladas de nitrogénio sdo algumas das recomendacgdes.

O planejamento da época de semeadura é uma das medidas
importantes para assegurar que as temperaturas baixas nao ocorram durante
os estadios de maior sensibilidade das plantas, microsporogénese e floragao, o
que poderia provocar aumento na esterilidade de espiguetas. No RS é
importante que a semeadura seja realizada no inicio do periodo recomendado
(inicio de outubro) para que os estadios vegetativo e reprodutivo ocorram nos
meses de maior disponibilidade de radiac&o solar correspondentes a dezembro

e janeiro e, desta forma, o estadio reprodutivo também se desenvolva em um
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periodo de menor risco de ocorréncia de temperaturas prejudiciais (Steinmettz
et al., 1999).

A recomendacdo de uso de cultivares precoces € uma maneira de
escape do frio que ocorre no final do ciclo ou, segundo Nishiyama (1997),
combinar cultivares de arroz de diferentes ciclos para dispersar os possiveis
danos.

Elevar o nivel da lamina de agua de irrigacédo com objetivo de proteger o
desenvolvimento da panicula € o principal método de manejo usado na
Australia (Lacy et al., 2000; Oliver, 2004). E baseado no principio de que
quando a temperatura do ar esta baixa o suficiente para causar danos as
plantas de arroz, a temperatura da agua de irrigagdo € geralmente superior,
atuando como efeito tampao em relacdo ao ar frio e reduzindo a esterilidade
(Williams e Angus 1994). Contudo, este método nao € totalmente efetivo e n&o
€ a solucdo do problema, principalmente pelo aumento das restricdes ao uso e
consumo de agua pela cultura. A vantagem deste método é que o tratamento
requer somente um curto periodo de tempo. No entanto, é dificil o suprimento
de uma ladmina de agua de 15 a 20 cm em curto espago de tempo em uma
grande area de cultivo (Nishiyama, 1997).

Outro aspecto importante relaciona-se ao manejo da adubacgéao
nitrogenada. Aplicagdes de altas doses de nitrogénio (N) antes e durante o
estadio critico de desenvolvimento do pdlen agrava o efeito do dano pelo frio,
aumentando a porcentagem de esterilidade de espiguetas apos a exposi¢cao ao
frio (Heenan, 1984; Williams e Angus, 1994). A razao desta interagcdo nao é
bem conhecida. Aplicagcbes de N aumentam o crescimento vegetativo e
atrasam a floragdo, o que pode aumentar a sensibilidade ao dano pelo frio, por
possibilitar que a panicula imatura atrase seu crescimento e,
consequentemente, seja exposta ao frio durante o estadio critico de
desenvolvimento do pélen (Heenan 1984). O maior crescimento vegetativo e o
aumento da estatura da planta como resultado da aplicagdo de N pode também
reduzir o efeito tamp&o da elevacédo do nivel da agua de irrigacédo (Heenan
1984), porém o uso de lamina de agua elevada em cultivo com altas doses de
N reduz o efeito do frio (Williams e Angus 1994). Portanto, com a incorporacao
de tolerancia ao frio nas cultivares do RS seria possivel também aumentar a

aplicacao de N para incrementar os rendimentos de graos.
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A tolerancia ao frio é considerada um dos objetivos principais dos
programas de melhoramento do RS devido aos prejuizos que ocorrem quase
que anualmente devido as baixas temperaturas durante os periodos criticos da
cultura. Apesar disso, a partir do inicio do uso das cultivares do tipo moderno,
de origem tropical, pouco avango tem sido obtido, devido a menor
disponibilidade de fontes de tolerancia dentro da subespécie indica e a
dificuldade de obtengdo de recombinantes em cruzamentos com gendétipos da
subespécie japbdnica. Além disso, a falta de métodos adequados de avaliagéao
para identificar gendtipos superiores também contribuiu para o pequeno éxito
obtido nesta éarea.

Desde a safra 1993/94, o Instituto Rio Grandense do Arroz (IRGA)
iniciou atividades na subestacado de Santa Vitéria do Palmar, regido mais fria do
estado do Rio Grande do Sul, visando a avaliagdo de linhagens, a identificagédo
de fontes de tolerancia ao frio e a selegcdo em geragbes segregantes.
Entretanto, como as principais fontes de tolerancia sdo da subespécie japonica,
de ma qualidade de graos e altamente suscetiveis a brusone, pouco se tem
avangado no sentido de obter gendtipos que combinem tolerancia ao frio e tipo
adequado de planta. Além disso, a pouca previsibilidade do periodo e da
intensidade de ocorréncia de baixas temperaturas suscita duvidas se os
gendtipos selecionados apresentam de fato tolerancia ao frio ou se sdo apenas
escapes.

Outra limitagdo importante no desenvolvimento de gendtipos tolerantes
ao frio é a caréncia de métodos que facilitem a identificacdo de individuos
recombinantes de interesse apds a realizacdo dos cruzamentos. Mejia (1988)
realizou trabalho com objetivo de identificar metodologias simples para
reconhecimento de gendtipos com tolerancia a temperaturas baixas no estadio
de germinagdo a partir de semente seca e pré-germinada e no estadio de
plantula. Mais recentemente, Cruz (2001) realizou trabalho visando estabelecer
metodologia de avaliagdo sob condigdes controladas de temperatura e
caracterizar a variabilidade do banco de germoplasma do IRGA.

Nos dultimos anos, o programa de melhoramento do IRGA vem
trabalhando com objetivo de obter gendtipos com maior tolerancia nos periodos
iniciais da fase vegetativa, ou seja, nos estadios de germinacéo e de plantula,

visando possibilitar a antecipacédo da semeadura nas regides do Litoral Sul e
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Campanha. Isso permitiria que os estadios vegetativo e reprodutivo
coincidissem com o periodo de maior disponibilidade de radiagao solar, que
ocorre nos meses de dezembro e janeiro. Além disso, possibilitaria que a fase
reprodutiva, de maior sensibilidade a temperaturas baixas, coincidisse com
periodos com menor risco de ocorréncia de temperaturas prejudiciais ao arroz
no final de janeiro (Steinmetz et al., 1999).

Nesse processo de desenvolvimento de gendtipos tolerantes ao frio, os
caracteres estatura de planta, indice de centro branco e teor de amilose
também sdo de grande importancia agronémica, pois além de estarem
associados com rendimento de gréos (estatura), determinam a aceitabilidade
pelo consumidor, pelo aspecto visual do grao polido (indice de centro branco)
ou pela caracteristica de cocgao (teor de amilose).

Um dos avangos mais significativos do melhoramento de arroz foi a
descoberta da importancia e utilidade das cultivares chinesas de porte baixo
Dee-geo-woo-gen (DGWG), I-geo-tze (IGT) e Taichung Native 1 (TN1). Todas
essas e outras menos conhecidas carregam o0 mesmo gene recessivo maior
(sd1) para colmos curtos. Utilizando como fonte principalmente DGWG o gene
sdl foi transferido para as -cultivares tropicais pelo programa do IRRI
(International Rice Research Institute). (Jennings et al., 1979; Rutger e Mackill,
2001). O porte baixo, ou semi-ando, tornou-se um dos caracteres mais
importantes agronomicamente, por estar associado com a alta resposta a
adubacgao nitrogenada, resisténcia ao acamamento e ao tipo de planta que se
caracteriza por maior interceptacdo de luz (folhas eretas) e maior indice de
colheita e, portanto, contribui para aumentar o potencial de rendimento de
graos (Kikuchi e Futsuhara, 1997). A herdabilidade do porte semi-ando ¢ alta e
facil de identificar, selecionar e recombinar com outros caracteres (Jennings et
al., 1979).

Quanto ao aspecto do gréo polido, a presenga ou o indice de centro
branco n&o é de heranga altamente complexa (Jennings et al., 1979). Kamijima
(1997) relata distribuigdo de frequéncia continua em plantas de populagdes F»,
e que a média de cada F, foi mais baixa que a média dos parentais, indicando
a participacdo de varios locos e recessividade parcial na agdo génica da
ocorréncia de centro branco. Nessas populagdes F, a herdabilidade estimada

variou de 0,533 até 0,897. Contudo, a herdabilidade deste carater & baixa, além
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de ser influenciado pela temperatura apos a floracdo, sendo que altas
temperaturas aumentam o centro branco e baixas temperaturas diminuem ou
eliminam o mesmo (Jennings et al., 1979).

Estudos genéticos mostram que o teor de amilose é controlado por um
gene maior, mas também é influenciado pelo efeito de dosagem do gene e por
modificadores de menor efeito (McKenzie e Rutger, 1983; Kumar e Khush,
1987). Além disso, o teor de amilose pode sofrer influéncia ambiental,
principalmente pela temperatura durante o periodo de maturagédo dos graos.
Um gendtipo pode variar até seis pontos porcentuais de uma safra para outra,
sendo que altas temperaturas reduzem o teor de amilose e baixas aumentam o

mesmo (Jennings et al., 1979; Guimaraes, 1989; Landers, 1991).



CAPITULO |

ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA DE GENITORES E
CARACTERIZAGAO FENOTIPICA DE GENOTIPOS DE ARROZ IRRIGADO
PARA TOLERANCIA AO FRIO NOS ESTADIOS DE GERMINAGAO E
VEGETATIVO AVALIADA SOB TEMPERATURA CONTROLADA

1.1. INTRODUCAO

Do ponto de vista genético, o melhoramento e a evolugdo de plantas
silvestres ou cultivadas tém muitas caracteristicas em comum, requerem
variabilidade, algum tipo de selegao e algum grau ou forma de isolamento para
preservar as caracteristicas dos tipos que surgem (Briggs & Knowles, 1977).
Portanto, a identificacdo de fontes de variabilidade, a qual é a base de todo o
melhoramento de plantas (Federizzi, 1998), é de fundamental importancia para
que haja progresso no melhoramento de caracteristicas agrondémicas de
interesse.

A selecédo de genitores com fontes de alelos para tolerancia ao frio é
uma das principais etapas de um programa de melhoramento, que vise tanto o
desenvolvimento de germoplasma quanto o langamento de cultivares. O
carater tolerancia ao frio é de dificil avaliagdo a campo, pois nem sempre a
ocorréncia de baixas temperaturas coincide com as fases de maior
sensibilidade das plantas. Por isso, € importante o uso de metodologias de
avaliagao que, direta ou indiretamente, estejam correlacionadas com tolerancia
a campo.

Em estudos de caracterizagdo de um grupo de 117 cultivares, usando
marcadores RAPD, Mackill et al. (1997) encontraram consideravel diversidade
dentro das subespécies indica e japbnica (tropical e temperado). O grupo de
cultivares da subespécie japdnica temperada apresentou maior tolerancia ao

frio no estadio de plantula, maior vigor de plantula, menor atraso na floragao,
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melhor exergdo de panicula e menor debulha que as cultivares da subespécie
indica.

Em trabalhos similares visando: a) caracterizar a reagado ao frio e a
variabilidade molecular de genétipos de arroz com marcadores RAPD (Cruz,
2001); b) caracterizar fenotipica e molecularmente gendtipos do banco de
germoplasma do IRGA com marcadores RAPD e microssatélite (Lopes,
2002a); e c) estudar a divergéncia genética entre os genitores de uma
populagcdo de selecdo recorrente com marcadores microssatélite (Lopes,
2002b), foi observado elevado polimorfismo molecular entre os gendtipos
estudados, sendo possivel separar claramente os gendtipos das subespécies
indica e japénica.

Como os gendtipos pertencentes a subespécie indica sdao menos
adaptados a baixas temperaturas, € necessario o cruzamentos destas com
genotipos da subespécie japoOnica, visando melhorar a tolerancia ao frio das
cultivares indicas.

O germoplasma de origem japénica, utilizado como fonte de tolerancia
ao frio, apresenta varias caracteristicas indesejaveis, como porte mais alto,
folhas decumbentes, suscetibilidade ou sensibilidade aos principais estresses
bidticos e abidticos e caracteristicas fisicas e quimicas dos graos (graos curtos
ou largos, ma aparéncia apos o polimento e pegajosos apds o cozimento) ndo
aceitaveis pelo mercado consumidor (Sasaki, 1997; Carmona et al., 1999).
Entre as fontes de tolerancia ao frio, € importante identificar quais as que
possibilitam melhores combinagdes, tornando menos trabalhoso o processo de
transferéncia dos genes de tolerancia e a recuperagao completa dos caracteres
de importancia agrondmica nos gendtipos melhorados. Nesse aspecto, a
caracterizagdo de germoplasma baseada em métodos moleculares tem tido
grande desenvolvimento, revolucionando a velocidade e a qualidade de
caracterizagcao de germoplasma em larga escala e oferecendo oportunidades
para aumentar o uso de recursos genéticos mantidos em bancos de
germoplasma (Ferreira, 2005).

Os objetivos deste trabalho foram: (1) avaliar genitores potenciais para
tolerancia ao frio nos estadios de germinagdo e vegetativo e (2) estudar a

divergéncia genética entre os mesmos através de marcadores moleculares.
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1.2. MATERIAL E METODOS

Este trabalho compreendeu a avaliacdo de 41 gendtipos do banco de
germoplasma do Instituto Rio Grandense do Arroz — IRGA quanto a tolerancia
ao frio nos estadios de germinacao e vegetativo sob condigcdo de temperatura
controlada. Os trabalhos foram realizados na Estagdo Experimental do Arroz,
em Cachoeirinha, conforme metodologias descritas por Mejia (1988) e Cruz
(2001). A genotipagem foi realizada utilizando dezesseis marcadores
microssatélites marcados com fluorocromos, através de painéis (sistemas
multiplex) desenvolvidos por Bel6é (2001) e Pessoa Filho (2004), no Centro
Nacional de Recursos Genéticos - CENARGEN, da Empresa Brasileira de

Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), em Brasilia.

1.2.1. Avaliagao no estadio de germinacgéo

Neste experimento, as sementes dos gendtipos foram colocadas em
papel germinador plissado, dispondo-se em cada dobra do papel dez
sementes, tomando-se o cuidado de coloca-las com o lado onde se encontra o
embrido voltado para cima. A seguir, o papel germinador foi umedecido com
solugdo do fungicida Triadimenol (Baytan SC®) na concentracdo de 1% para
evitar contaminagao. O papel germinador plissado foi mantido em uma bandeja
com tampa durante todo o periodo dentro da BOD e a temperatura utilizada foi
de 13°C por 20 dias. Apos este periodo, as sementes foram avaliadas quanto
ao comprimento do coledptilo, que corresponde ao estadio de crescimento SO
(SO a S3) (Counce et al., 2000). O experimento foi conduzido no delineamento
completamente casualizado com duas repeticdes, sendo a média das dez
sementes em cada dobra do papel considerada uma repeticdo. Ao mesmo
tempo, outras 20 sementes de cada gendtipo, com duas repeticdes de dez
sementes, foram colocadas para germinar sob temperatura de 28°C (controle)
e, apos sete dias, os coledptilos foram medidos. A tolerdncia ao frio neste
estadio foi calculada pela porcentagem de redugdo no comprimento do
coleoptilo pela germinagdo a baixa temperatura em relagdo a germinagao na

temperatura de 28°C (controle).

1.2.2. Avaliagao no estadio vegetativo



19

Inicialmente os gendtipos foram colocados para germinagdo sob
temperatura de 28°C. As sementes foram colocadas em papel germinador
plissado umedecido com solugdo fungicida (Triadimenol 1%) para evitar
contaminagao. Apos 5 a 6 dias em camara de germinagao, quando as plantulas
atingiram cerca de 3 a 4 cm, as mesmas foram transplantadas para bandejas
de células alveoladas contendo solo, sendo colocada uma planta por célula. O
experimento foi conduzido no delineamento de blocos casualizados, com duas
repeticdes, sendo cada parcela composta por cinco plantas. Apds o
transplante, as bandejas contendo os gendtipos foram mantidas em casa de
vegetacdo com temperatura de 28°C até que as plantas atingissem o estadio
de crescimento V3 (Counce et al., 2000). Neste estadio, os gendtipos foram
levados para camara de crescimento e submetidos a temperatura de 10°C por
10 dias no escuro. Apds este periodo, as plantas foram colocadas novamente
em casa de vegetacdo a 28°C por sete dias e, a seguir, avaliou-se a sua
porcentagem de sobrevivéncia, através da contagem do numero de plantas que

sobreviveram.

1.2.3. Analise de diversidade genética

1.2.3.1. Extragao de DNA

Cerca de 150 mg de folhas de, pelo menos trés individuos de cada
acesso, foram utilizadas para extragdo de DNA baseada no protocolo CTAB
(Ferreira e Grattapaglia, 1998). As folhas foram acondicionadas em tubos de
eppendorf de 1,5 mL entre as “beads” para trituracdo em maquina , com adigao
de 700 pL de tampao de extracdo pré-aquecido (2% acetyldimethyl
tiethylammonium bromide — CTAB, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-
HCL pH = 8,0, 1% polyvinylpyrrolidone, 1% 2-mercaptoethanol). A solugéo foi
incubada por 40 min a 60°C com agitacdo ocasional. Entdo, em cada amostra
foram adicionados 600 uL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1), utilizando em
seguida a centrifugacdo a 11.000 rpm durante 10 min. A fase aquosa foi
transferida para um novo tubo, sendo o DNA precipitado com 600 uL de
isopropanol frio. A solucdo foi incubada a —20 °C durante 30 min e feita uma
centrifugacdo a 11.000 rpm durante 15 min. Foram obtidos “pellet” de DNA,
descartando-se o sobrenadante. O “pellet” foi lavado num processo de duas

etapas utilizando 1 mL de etanol frio a 70 %. O processo de secagem do
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“pellet” foi feito durante a noite em temperatura ambiente. O “pellet” foi entdo
eluido com 50 pyL de tampédo TE (10 mM Tris-HCI, ph = 8,0, 1 mM EDTA)
contendo RNAse (10 pg/mL) e mantido a temperatura ambiente por 3 h para
ocorrer a eluigdo. A concentracao de DNA foi estimada em eletroforese de gel
de agarose 1% utilizando 200 ng de A DNA (GibcoBRL) como padrdo. O DNA
foi diluido em tampao TE para a concentragao final de 2 ng/uL. O resultado da

quantificagcao foi de 200 ng de DNA/UL de cada amostra.

1.2.3.2. Genotipagem utilizando marcadores moleculares

Trés painéis multiplos compostos de dezesseis marcadores
microssatélites marcados com fluorocromos, desenvolvidos por Beld (2001) e
Pessoa Filho (2004), foram utilizados neste estudo (Tabela 1.1). Amplificagdes
simultaneas por PCR foram realizadas num volume final de 15 pL contendo 6
ng de DNA genbmico, 0,4 mM de cada dNTP, 0,2 % pg/uL BSA, 3 mM MgCl,, e
2 U Tag DNA Polimerase (Phoneutria-Brazil). Para o painel multiplo A,
composto de cinco marcadores, as concentragdes dos iniciadores foram 0,2 uM
(OS19 e RM248) e 0,13 uM (RM252, RM224 e OG44); para o painel multiplo B,
composto de quatro marcadores, as concentragcbes dos “primers” foram 0,13
uM (0G81), 0,2 pM (0G106), 0,23 uM (OG61) e 0,1 uM (RM263) e para o
painel C, composto de quatro marcadores, as concentragdes dos “primers”
foram 0,13 uM (RM335, RM420, RM259 e RM475). A eletroforese do loco RM
7504 foi realizada individualmente e a dos locos RM235 e RM247 em sistema
duplex. Para esses trés locos, as reacdes foram preparadas com um volume
total de 6 yL. As reagdes foram realizadas em um termociclador GeneAmp
9600 (Perkin-Elmer) utilizando o seguinte programa de amplificagao: (i) um “hot
start” de 94°C durante 5 min, (ii) 30 ciclos de amplificagao distribuidos em 1 min
a 94°C, 1 min a 52°C e 2 min a 72°C e (iii) uma etapa de extenséo final de 7
min a 72°C. Uma aliquota de 3 uL de produto amplificado foi misturada com 3
ML de tampéao de carregamento (98% formamida, 10 mM EDTA-blue dextran) e
2 uL de um padrdo de tamanho conhecido (Brondani e Grattapaglia, 2001),
seguido de desnaturagao a 95°C durante 5 min. Um total de 1,5 uL da amostra
foi carregado em géis de poliacrilamida “Long Ranger” a 4 % em tampéo TBE
1X durante 2,5 horas com poténcia constante de 30 W num sequenciador
automatico de DNA ABI Prism 377 (Applied Biosystems).
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TABELA 1.1.Locos de microssatélites utilizados na analise dos 41 gendtipos do
banco de germoplasma do IRGA, sequéncia dos iniciadores,

fluorocromo, cor,

tamanho dos alelos

(TAM),

localizacao

cromossOmica SCRM! e sequéncia amplificada. UFRGS, 2006.

Loco Seqiiéncia dos iniciadores’ Fluoro- Cor TAM CRM Seqiiéncia
cromo (pb)?

RM252 F5TTCGCTGACGTGATAGGTTGY TET Verde 194-274 4 (ag)n
R5’ATGACTTGATCCCGAGAACG3

RM224 F5'ATCGATCGATCTTCACGAGG3' TET Verde 124-162 11 (aag)8(ag)13g(ag)
R5TGCTATAAAAGGCATTCGGGS

0G44 F5'ACACCAGCTCAGCTCATC3' 6-FAM  Azul  152-172 3 (aag)8(ag)22(gt)(gc)6
R5TGTCCAGGTAGTACAAGCTCY

RM248 F5TCCTTGTGAAATCTGGTCCCY 6-FAM  Azul 72-108 7 (ag)n
R5'GTAGCCTAGCATGGTGCATG3

0S19 F5'GCTACAAATAGCCACCCACACC3 HEX Amarelo 174-198 6 (ag)n
R5'CAACACAAGCAGAGAAGTGAAGCS'

0G106 F5'GGCCGTGTCACCATCTTCTCTA3 TET Verde 178-254 9 (ag)27
R5'GGGGATCTGACATGGCATATGA3’

0G81 F5'GTGCAATGGACCATGGACCACCGATCT3 6-FAM  Azul 71-89 1 (ag)n
R5'GGCAACCGGAGATTATGGATS

RM263 F5'CCCAGGCTAGCTCATGAACC3 6-FAM  Azul  147-195 2 (ag)n
R5'GCTACGTTTGAGCTACCACG3’

0G61 F5'GCATGCTGATGACTGAAGGY HEX Amarelo 96-154 5 (ag)18
R5'GAAACGAACGGATGGACA3

RM335 F5'GTACACACCCACATCGAGAAG3 6-FAM  Azul  104-156 4 (ctt)25
R5'GCTCTATGCGAGTATCCATGG3

RM420 F5'GGACAGAATGTGAAGACAGTCGS 6-FAM  Azul  183-201 7 (aaat)?
R5’ACTAATCCACCAACGCATCC3’

RM259 F5TGGAGTTTGAGAGGAGGGS NED Amarelo 155-176 1 (ct)17
R5CTTGTTGCATGGTGCCATGTS’

RM475 F5'CCTCACGATTTTCCTCCAACS' NED Amarelo 345-387 3 (attg)30
R5’ACGGTGGGATTAGACTGTGC3

RM7504 F5'GGCTCTGTTTCTGAATTCGG3 - 226-252 (tatc)11
R5’ACGTGGCAGCTTGAGAGC3

RM235 F5'AGAAGCTAGGGCTAACGAACS' - 86-134 12 (ct)24
R5TCACCTGGTCAGCCTCTTTC3

RM247 F5TAGTGCCGATCGATGTAACGY - 135-167 (ct)16

R5'CATATGGTTTTGACAAAGCG3

—
F = forward; R = reverse; - dado néo disponivel; “Tamanho esperado do alelo,
em pares de bases, de acordo com Pessoa Filho (2004). Fontes: Chen et

al.,1997; Brondani et al., 2001.

1.2.3.3. Analise dos dados
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A determinagao do tamanho dos fragmentos microssatélites foi realizada
utiizando o programa GeneScan versdo 3.1.2. (Applied Biosystems). Os
tamanhos dos alelos amplificados foram determinados utilizando o programa
Genotyper versao 2.5.2 (Applied Biosystems) baseado nos tamanhos dos
fragmentos padréo internos em cada pista do gel. A chamada dos alelos foi
realizada por arredondamento dos valores atribuidos aos gendétipos para
valores proximos do numero de pares de bases inteiro para resultar numa
estimativa de par de bases para cada alelo. Como a maioria dos locos
utilizados neste estudo possui repeticbes dinucleotidicas, algumas vezes o
processo de chamada resultou em valores intermediarios para os alelos
indicados. Uma correcao foi efetuada de tal forma que todos os valores
seguissem o tamanho esperado para locos com motivo dinucleotideo. Para
esse fim, o fragmento alélico mais frequente de cada loco foi considerado como

referéncia para os valores esperados dos outros alelos no loco marcador.

1.2.3.4. Analise estatistica

A similaridade genética entre cada par de gendtipos, com base nos
marcadores microssatélites, foi feita pelo coeficiente de Jaccard utilizando-se o
moédulo SIMQUAL do pacote estatistico NT-SYS PC (Rohlf, 2000). O
dendrograma dos gendtipos foi realizado com base na matriz de similaridade
com os coeficientes de Jaccard, através do critério de analise UPGMA
(Unweighthed Pair-Group Method, Arithmetic Average) e da fungdo de SAHN,

ambos utilizando também o programa NT-SYS PC.

1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
A tolerdncia ao frio no estadio de germinacdo foi avaliada pela
porcentagem de redugdo no crescimento do coledptilo dos gendtipos
germinados a baixa temperatura em relacdo ao controle (Tabela 1.2).
Gendtipos com menor porcentagem de redu¢do no crescimento sdo os mais
tolerantes ao frio, sendo portanto de interesse para uso em cruzamentos.
Houve ampla variagdo para tolerancia ao frio no periodo de germinagao, desde

9,8% de reducao do coledptilo no gendtipo tolerante Akitakomachi até 79,8%

TABELA 1.2. Porcentagem de redugé@o no crescimento do coledptilo e de sobrevivéncia das
plantulas de 41 gendtipos de arroz irrigado do banco de germoplasma do IRGA,
avaliados sob condi¢cao de temperatura controlada. UFRGS, 2006.
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Genotipo Redugdo comp. coledptilo (%) Sobrevivéncia (%)
a. Subespécie japbnica
AKITAKOMACHI 9,8 100
CT6748-F2-CA-47 9,9 100
ALAN 12,4 100
CALORO 13,3 100
QUILLA 66304 18,4 100
MERCURY 22,2 100
CT6743-5-8-3 24,6 100
EEA 406 25,0 100
EEA 406 (Baixo e liso) 25,0 100
EEA 401 25,5 100
CINIA 900 26,8 100
CT6742-10-10-1-M-M-M 27,6 100
BLUEBELLE 29,5 100
DAWN 30,1 100
EEA 304 31,6 100
MARAVILHA 33,0 100
CYPRESS 34,9 100
EEA 404 36,3 100
EEA 301 37,8 100
QUILLA 64117 38,1 100
DIAMANTE 40,1 100
CINIA 789 40,8 100
EEA 201 40,8 100
EEA 405 43,1 100
EL PASO 227 45,0 100
INIA TACUARI 51,6 100
CINIA 937 52,1 100
CT10693-C1-4-1F-1-1 73,5 100
Média 32,1 100
b. Subespécie indica
CICA 4 42,8 0
BRS TAIM 51,8 0
CICA7 54,7 20
BR-IRGA 409 571 0
IRGA 417 62,1 0
BR-IRGA 410 62,3 0
EL PASO L 144 62,6 0
METICA 1 65,9 0
CT8008-3-5-6P-1 66,3 0
CT10992-3-4-1T-3P-2P-3 75,7 100
CICA 8 76,2 20
CT12249-3-4-1P-1P 76,5 0
CT8008-3-3-9P-1 79,8 0
Média 64,1 10,8
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no genotipo sensivel CT8008-3-39P-1, com média geral de 42,3%. Os

gendtipos avaliados se distribuiram de forma continua ao longo dessa faixa
mas, de forma geral, aqueles pertencentes a subespécie japbnica se
concentraram nas classes de menor porcentagem de redugado no crescimento
do coledptilo, com média de 32,1%. Por outro lado, os gendtipos da subespécie
indica se situaram nas classes de maior porcentagem de redugdo, com média
de 64,1%, mostrando portanto o dobro de redugdo no comprimento do
coleoptilo em relagao aos gendtipos da subespécie japonica (Figura 1.1).

A toleréncia ao frio no estadio de plantula, avaliada pela porcentagem de
sobrevivéncia, separou os gendtipos em dois grupos distintos, tolerantes e
sensiveis, sendo portanto um teste eficiente para avaliacdo da tolerancia ao frio
neste estadio (Tabela 1.2). Todos os gendtipos da subespécie japOnica
mostraram 100 % de sobrevivéncia. Entre gendtipos da subespécie indica, a
maioria apresentou zero % de sobrevivéncia, com excegao das cultivares CICA
7 e CICA8 (20%) e da linhagem CT10992-3-41T-3P-2P-3 (100 %), a qual
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FIGURA 1.1. Porcentagem de gendtipos de arroz irrigado das subespécies
indica e japbnica em cada classe de porcentagem de redugéo no
crescimento do coledptilo, avaliados sob condigcdo de temperatura
controlada. UFRGS, 2006.
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embora tenha maior proporgdo de genitores da subespécie indica, também
possui na genealogia as cultivares japonicas Lemont e IRAT 121 (CIAT, 1995).

Em trabalhos similares, Cruz (2001), Lopes (2002a) e Lopes (2002b)
conseguiram separar claramente os genoétipos das subespécies indica e
japbnica. Por sua vez, Mackill et al. (1997) encontraram grande diversidade
dentro das subespécies indica e japbnica (tropical e temperado) sendo que o
grupo de cultivares da subespécie japbnica temperada apresentou maior
tolerancia ao frio no estadio de plantula que as cultivares da subespécie indica.

Com os dados relativos a 16 marcadores microssatélites foi obtida uma
matriz de similaridade (Tabela 1.3), a partir da qual foi realizada a analise de
agrupamento dos genatipos (Figura 1.2).

A anadlise com marcadores microssatélites foi realizada com 16 pares de
iniciadores, que amplificaram um total de 114 alelos, com média de 7,12 alelos
por loco. Todos os iniciadores foram polimérficos nos gendtipos estudados,
sendo que o loco de microssatélite OG106 foi o mais polimérfico com 18 alelos
e 0s menos polimorficos foram os locos RM 252 e RM 420 com quatro alelos
cada. Em estudos anteriores, Lopes (2002a), Lopes (2002b) e Ni et al. (2002)
encontraram, em média 5,6, 5,7 e 6,8 alelos por loco, respectivamente.

O loco RM 247 foi o que apresentou a maior capacidade de separacao
entre os gendtipos das subespécies indica e japdnica, sendo que o alelo 135
pb foi caracteristico dos gendtipos da subespécie indica e os demais alelos
estavam presentes nos gendétipos da subespécie japdnica. Os locos OG81 e
RM235 também contribuiram para separagdo entre os gendtipos das duas
subespécies.

As estimativas de similaridade genética (SG), calculada com os dados
dos marcadores microssatélites, através do coeficiente de Jaccard, mostram
que a média geral foi de 0,17 (Tabela 1.3). Entre os gendtipos da subespécie
japbnica a média foi de 0,25, entre os da subespécie indica de 0,31 e entre os
genotipos de ambas subespécies a média foi de somente 0,04. A amplitude de
variagcdo de similaridade genética foi de 0,00 a 1,00. As cultivares mais
proximas EEA 304 e EEA 406 apresentaram similaridade de 100% (SG = 1,00).

Os gendtipos foram agrupados com base nos dados dos coeficientes de

similaridade genética da Tabela 1.3 e através do critério de analise UPGMA,
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TABELA 1.3.Matriz de similaridade genética de 41 gendtipos do banco de germoplasma do IRGA, obtida pelo coeficiente de
similaridade de Jaccard para os dados de 16 marcadores microssatélite. UFRGS, 2006.
N° Genotipos subsp. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

1 AKITAKOMACHI J

2 CALORO 0,52
3 CINIA789 0,35 0,35
4 CT6743-5-8-3 0,33 0,28 0,50

5 CT6748-F2-CA-47 0,28 0,28 0,65 0,79

6 CINIA900 0,29 0,29 0,68 0,65 0,65

7 CINIA937 0,29 0,24 0,52 0,65 0,50 0,78

8 CT6742-10-10-1-M-) 0,23 0,19 0,38 0,48 0,36 0,57 0,74

9 DIAMANTE 0,24 0,24 0,45 0,32 0,32 0,45 0,39 0,27

10 QUILLAB4117

11 QUILLAG6304

12 ALAN

13 CYPRESS

14 BLUEBELLE

15 CT10693-C1-4-1F-1-

0,24 0,24 0,60 0,43 0,38 0,52 0,45 0,32 0,68

0,28 0,23 0,50 0,42 0,36 0,50 0,50 0,36 0,65 0,65

0,10 0,10 0,10 0,13 0,13 0,06 0,10 0,10 0,06 0,06 0,06

0,11 0,15 0,15 0,23 0,23 0,11 0,15 0,10 0,11 0,11 0,10 0,52

0,07 0,07 0,10 0,21 0,21 0,14 0,18 0,17 0,06 0,06 0,06 0,48 0,45
0,18 0,22 0,13 0,21 0,21 0,10 0,06 0,09 0,10 0,10 0,09 0,40 0,43 0,30

16 DAWN 0,23 0,28 0,22 0,36 0,36 0,27 0,22 0,21 0,10 0,14 0,13 0,36 0,33 0,31 0,30

17 TACUARI 0,18 0,22 0,21 0,25 0,25 0,17 0,21 0,21 0,17 0,21 0,21 0,30 0,27 0,25 0,33 0,40

18 EEA201 0,14 0,28 0,14 0,17 0,17 0,10 0,06 0,06 0,27 0,27 0,21 0,17 0,19 0,13 0,30 0,31 0,40

19 EEA304 0,19 0,24 0,10 0,14 0,14 0,07 0,03 0,10 0,23 0,23 0,18 0,22 0,24 0,18 0,36 0,38 0,36 0,65

20 EEA406 0,19 0,24 0,10 0,14 0,14 0,07 0,03 0,10 0,23 0,23 0,18 0,22 0,24 0,18 0,36 0,38 0,36 0,65 1,00

21 EEA404 0,19 0,23 0,14 0,21 0,21 0,10 0,06 0,13 0,18 0,18 0,13 0,26 0,28 0,21 0,46 0,36 0,40 0,55 0,74 0,74

22 EEA401 0,15 0,19 0,14 0,22 0,22 0,10 0,07 0,06 0,19 0,19 0,18 0,22 0,41 0,22 0,42 0,22 0,26 0,38 0,52 0,52 0,57

23 MERCURY 0,19 0,35 0,23 0,27 0,27 0,19 0,14 0,14 0,39 0,39 0,32 0,14 0,19 0,14 0,21 0,18 0,26 0,50 0,52 0,52 0,43 0,39

24 EEA405 0,16 0,32 0,15 0,15 0,15 0,11 0,07 0,15 0,11 0,11 0,11 0,11 0,21 0,07 0,28 0,24 0,17 0,41 0,43 0,43 0,55 0,36 0,30

25 EEA406(MUTLiso0) 0,03 0,06 0,10 0,13 0,13 0,06 0,10 0,13 0,21 0,21 0,17 0,25 0,32 0,25 0,24 0,21 0,38 0,40 0,42 0,42 0,35 0,26 0,31 0,19
26 EEA301 0,21 0,27 0,20 0,36 0,36 0,25 0,20 0,19 0,15 0,15 0,15 0,19 0,26 0,19 0,24 0,29 0,11 0,24 0,25 0,25 0,25 0,30 0,25 0,22 0,15

27 ELPASO227
28 MARAVILHA
29 BR-IRGA409

0,14 0,32 0,21 0,13 0,13 0,13 0,17 0,21 0,17 0,21 0,17 0,17 0,18 0,09 0,16 0,21 0,38 0,25 0,21 0,21 0,25 0,17 0,26 0,23 0,20 0,07
0,03 0,07 0,10 0,18 0,18 0,19 0,23 0,14 0,23 0,19 0,18 0,14 0,19 0,22 0,10 0,18 0,17 0,27 0,23 0,23 0,18 0,23 0,23 0,11 0,31 0,20 0,10
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 0,03 0,03 0,00 0,03 0,06 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,00 0,03 0,10 0,03 0,03 0,03

Ee N N o i

30 BRSTAIM | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 0,03 0,03 0,00 0,03 0,06 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,00 0,07 0,10 0,03 0,03 0,03 0,78

31 BR-IRGA410 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00 0,03 0,03 0,06 0,00 0,03 0,06 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,00 0,07 0,10 0,03 0,03 0,03 0,68 0,78

32 IRGA417 | 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 0,03 0,03 0,03 0,06 0,13 0,10 0,10 0,10 0,10 0,07 0,03 0,20 0,10 0,03 0,06 0,07 0,45 0,52 0,52

33 ELPASO144 | 0,00 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 0,00 0,03 0,03 0,03 0,00 0,03 0,10 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,00 0,07 0,10 0,03 0,06 0,03 0,39 0,39 0,33 0,33

34 METICA1 | 0,00 0,00 0,03 0,00 0,00 0,07 0,07 0,06 0,07 0,03 0,06 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,06 0,06 0,07 0,07 0,06 0,07 0,00 0,07 0,13 0,03 0,03 0,10 0,39 0,33 0,33 0,33 0,33

35 CT8008-3-3-9P-1 | 0,03 0,03 0,07 0,03 0,03 0,00 0,00 0,00 0,03 0,07 0,03 0,06 0,11 0,03 0,06 0,03 0,10 0,06 0,07 0,07 0,10 0,10 0,03 0,15 0,10 0,03 0,06 0,07 0,23 0,23 0,23 0,28 0,33 0,14

36 CT12249-3-4-1P-1P | 0,07 0,07 0,07 0,06 0,06 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,10 0,19 0,06 0,10 0,10 0,13 0,06 0,07 0,07 0,10 0,10 0,03 0,15 0,13 0,07 0,06 0,03 0,28 0,28 0,28 0,23 0,28 0,19 0,39

37 CT8008-3-5-6P-1 | 0,00 0,00 0,03 0,06 0,06 0,03 0,03 0,00 0,03 0,03 0,03 0,06 0,15 0,10 0,10 0,06 0,13 0,06 0,07 0,07 0,10 0,14 0,03 0,11 0,13 0,07 0,03 0,14 0,33 0,33 0,33 0,39 0,23 0,28 0,33 0,39

38 cica4 | 0,03 0,03 0,00 0,06 0,06 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,00 0,03 0,06 0,06 0,03 0,09 0,00 0,06 0,10 0,10 0,09 0,06 0,03 0,10 0,09 0,07 0,00 0,10 0,26 0,31 0,31 0,21 0,17 0,26 0,17 0,17 0,21

39 CICA7 | 0,04 0,04 0,00 0,03 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 0,07 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,07 0,07 0,00 0,07 0,07 0,04 0,00 0,03 0,25 0,25 0,25 0,20 0,25 0,20 0,30 0,25 0,30 0,45

40 CICA8 | 0,00 0,00 0,00 0,03 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 0,07 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,06 0,07 0,00 0,11 0,06 0,03 0,03 0,03 0,33 0,39 0,39 0,23 0,33 0,23 0,28 0,28 0,33 0,42 0,43

41 CT10992-3-4-1T-3P- | 0,07 0,07 0,10 0,14 0,18 0,14 0,10 0,06 0,03 0,03 0,03 0,00 0,07 0,03 0,03 0,10 0,06 0,03 0,00 0,00 0,03 0,03 0,00 0,11 0,03 0,07 0,03 0,07 0,28 0,33 0,39 0,23 0,23 0,14 0,19 0,33 0,19 0,31 0,30 0,28
Média Geral: 0,17 Média J x J: 0,25 Médial xI: 0,31 Média J x I: 0,04

Subespécie: J = iapbnica, | = indica.



27
Subespécie

AKITAKOMACHI ™\
CALORO

CINIA789
— ; CT6743-5-8-3

L CT6748-F2-CA-47 =

CINIA900 > Japonica
_|—' CINIA937

CT6742-10-101- temperado

DIAMANTE

—i

i QUILLAG4117
QUILLAG6304 J

ALAN
CYPRESS N\
BLUEBELLE

CT0693-C1-4-1F

| — 'EEA406 > Japénica

EEA401 tropical

EEA406(MUTLiso0)
EEA301
ELPASO227

'l\anR-lelAlilgg <
[ I BRSTAIM

—| L BRIRGA410

IRGA417
ELPASO144
METICA1 .
CT8008-3-3-9P-1 > indica
—I_I CT12249-34-1P-
CT8008-3-5-6P-1
cicad
I CICA7
CICAB
I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I CTI 0992-3-4-1 T- /

0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00
Coeficiente de similaridade de Jaccard

FIGURA 1.2. Dendrograma de 41 gendtipos de arroz irrigado para os dados de 16 marcadores de microssatélites. UFRGS, 2006.
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formando o dendrograma apresentado na Figura 1.2. Usou-se a média de
similaridade genética como critério de separagado dos grupos, obtendo-se trés
grupos claramente destacados.

O primeiro grupo foi formado por 13 gendtipos pertencentes a
subespécie indica, incluindo as cultivares BR-IRGA 409, BRS TAIM, BR-IRGA
410, IRGA 417 e EL PASO L 144, que atualmente estdo entre as mais
cultivadas no estado do Rio Grande do Sul (IRGA, 2006b). A cultivar Metica 1 é
cultivada na Regiao Centro-Oeste do Brasil e as demais cultivares ou linhagens
s&o provenientes do Centro de Agricultura Tropical (CIAT) da Colémbia. Dentro
deste grupo, os genoétipos mais proximos foram BR-IRGA 409 e BRS TAIM (SG
=0,78) e BR-IRGA 410 e BRS TAIM (SG = 0,78), embora a origem da cultivar
BRS TAIM seja desconhecida, a similaridade desta com BR-IRGA 409 (SG =
0,68) foi anteriormente observada por Lopes (2002a). A proximidade entre BR-
IRGA 409 e BR-IRGA 410 (SG = 0,68) pode ser devido aos genitores dos
cruzamentos, pois um dos genitores € comum aos dois e os outros sao duas
linhagens irmas. A cultivar IRGA 417 é originaria de um cruzamento triplo
(NEW REX / IR 19743-25-2-2 // BR-IRGA 409) que inclui a cultivar BR-IRGA
409 no ultimo cruzamento, o que explica a similaridade de 0,45 em relacédo a
BR-IRGA 409.

O segundo grupo foi formado por cultivares e linhagens japonicas
desenvolvidas pelos programas de melhoramento do IRGA (EEA’s), Estados
Unidos (Mercury, Dawn, Bluebelle, Cypress e Alan), Uruguai (El Paso 227 e
Tacuari), Centro Nacional de Pesquisa de Arroz e Feijao - CNPAF/EMBRAPA
(Maravilha) e CIAT (CT10693-C1-4-1F). A maior similaridade obtida (1,00)
entre as cultivares EEA 304 e EEA 406 pode ser atribuida a origem de ambas,
pois foram obtidas do mesmo cruzamento realizado na Estagdo Experimental
do Arroz em Cachoeirinha entre as cultivares Zenith e Maravilha |, sendo que a
cultivar EEA 304 foi langcada em 1963 e EEA 406 em 1966 (Pedroso, 1989).

O terceiro grupo, também com gendtipos da subespécie japoOnica, foi
formado por cultivares e linhagens do programa de melhoramento do Instituto
de Investigaciones Agropecuarias — INIA (Chile), de linhagens CT (CIAT) e de
cultivares japonesas. A similaridade neste grupo em grande parte é devido a
presenca da cultivar DIAMANTE como genitor da maioria dos cruzamentos que

deram origem a estes gendtipos, com exceg¢ao de Akitakomachi e Caloro, que
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engloba cultivares da subespécie japbnica de grdos curtos, sendo que a
primeira € atualmente cultivada comercialmente no Japao e Caloro € uma
selecdo de arroz Japonés realizada na Louisiana (Estados Unidos) e
introduzida no Rio Grande do Sul em 1938 (Pedroso, 1989).

O proposito da analise molecular é identificar entre os gendtipos
tolerantes ao frio, aqueles que geneticamente sejam mais proximos (menos
contrastantes geneticamente) aos gendétipos da subespécie indica adaptados, o
que facilitaria a transferéncia dos genes de tolerancia ao frio para estes.

No processo de escolha de genitores, em geral, a preferéncia é por
gendtipos do segundo grupo (subespécie japbnica tropical), que inclui cultivares
americanas (Alan e Cypress), do Uruguai (Inia Tacuari e El Paso 227), uma
linhagem do CIAT (CT10693-C1-4-1F) e uma cultivar Brasileira de sequeiro
(Maravilha). Estas ja possuem, além da toleréncia ao frio em um em dois
estadios, varios caracteres desejaveis, como estatura baixa de planta, bom
potencial produtivo, gréos longo-fino e caracteristicas de cocg¢ao requeridas
pelo mercado consumidor brasileiro. Neste mesmo grupo, alguns gendtipos
apresentam porte de planta intermediario, como as cultivares americanas
Bluebelle e Dawn, ou alto como as cultivares EEA’s, ou grdos de tamanho
médio como a cultivar americana Mercury, sendo mais dificil a obtencao de
recombinantes de interesse.

Dentro do terceiro grupo (subespécie japbnica temperado), as cultivares
Akitakomachi e Caloro, embora estejam entre as mais tolerantes ao frio,
possuem varias caracteristicas indesejaveis, como colmos fracos, folhas
decumbentes, graos curtos e amilose baixa. Os demais gendtipos deste grupo
possuem caracteristicas de planta e grdos mais proximo do desejavel, sendo,
portanto, preferenciais na inclusdo em cruzamentos visando a transferéncia da
tolerancia ao frio para gendétipos da subespécie indica adaptados.

Considerando-se até 30% de redugdo no comprimento do coleoptilo
como tolerante ao frio no estadio de germinacgéo, tem-se que dos gendtipos
estudados, 14 s&o boas fontes de tolerancia ao frio, tanto na germinagédo como
no estadio de plantula (Tabela 1.2).

Destes gendtipos, QUILLA 64117, QUILLA 66304 e DIAMANTE foram
estudados por Cruz (2001), sendo identificados como boas fontes de tolerancia

ao frio. A populacédo resultante do cruzamento entre QUILLA 64117 (tolerante)
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e IRGA 417 (sensivel) foi indicada como a mais adequada para mapeamento
da tolerancia ao frio.

Por isso considera-se que esse grupo € composto por fontes importantes
de alelos para uso em cruzamentos para melhoramento da tolerancia ao frio de

genotipos de arroz irrigado adaptados ao estado do Rio Grande do Sul.

1.4.CONCLUSOES
Com base na avaliacédo da tolerancia ao frio no estadio de germinacao,
14 gendtipos da subespécie japbnica sao genitores potenciais para
transferéncia da tolerancia ao frio para gendtipos adaptados da subespécie
indica.
Ha ampla divergéncia genética entre os gendtipos estudados, com

divisédo clara entre as subespécies indica e japonica.



CAPITULOII

POTENCIAL DE UMA POPULAGAO IiNDICA X JAPONICA DE ARROZ
IRRIGADO (Oryza sativa L.) PARA FINS DE MELHORAMENTO

2.1. INTRODUCAO

A identificacdo de gendtipos superiores € uma das principais atividades
em um programa de melhoramento, e que abrange tanto a identificacdo dos
melhores genitores para inclusdo em cruzamentos, como a selegao em
populagdes segregantes e a utilizagdo dos individuos selecionados no
programa.

Para que haja selecdo, primeiramente é necessario a geragcdo de
variabilidade genética para os caracteres de interesse, o que é obtido pelo
cruzamento entre genitores divergentes. No caso dos cruzamentos
intersubespecificos, ou seja, aqueles envolvendo uma cultivar indica e outra
japbnica, a variabilidade gerada € maior ainda devido as diferengas genéticas,
morfologicas, fisiologicas e de evolugdo entre estas duas subespécies de
Oryza sativa L. (Chang, 1996; Morishima, 2001).

Nao ha dificuldade em cruzar as diferentes subespécies, entretanto, os
hibridos entre elas mostram graus variaveis de esterilidade (Oka e Morishima,
1997). A esterilidade hibrida inerente a este tipo de cruzamento faz com que as
linhagens apresentem porcentagem de espiguetas estéreis maior que o
esperado, podendo causar distor¢do na segregagao e, assim, dificultar estudos
de mapeamento, bem como gerar linhagens com menor potencial de
rendimento. A esterilidade poderia causar perda progressiva de recombinantes,
limitando a transferéncia de caracteres desejaveis de cultivares japOnicas para
indicas ou das indicas para as japénicas (Jennings et al., 1979). Em um estudo
com a populacao de selecao recorrente CNA 11, os resultados mostraram que

a medida que se aumentava a intensidade de sele¢do, aumentava a freqtiéncia
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de alelos da subespécie indica e reduziam os alelos da subespécie japbnica
(Lopes, 2002b). A predominancia dos segregantes da subespécie indica
poderia ser reflexo de sua maior capacidade competitiva (Jennings et al.,
1979).

Este comportamento também pode ser explicado pela existéncia de
mecanismos internos de diferenciagdo que, embora n&o sejam bem
conhecidos, tém sido apontados como a provavel causa. Primeiramente, em
hibridos entre as subespécies indica e japbnica, os genes derivados do
parental indica tendem a aumentar a sua frequéncia. Estas mudancas na
frequéncia de genes poderia ser causada pela selecdo gamética devido a
genes de esterilidade no F4, a selecdo de individuos devido a esterilidade e
fraqueza da F, e a competicdo entre plantas adjacentes. Em segundo lugar,
combinagdes de genes parentais tendem a aumentar em relacdo aos
recombinantes em populagdes hibridas. Isto € possivelmente porque gendtipos
semelhantes aos parentais tém taxa reprodutiva mais alta que os derivados de
recombinagdes (Oka & Morishima, 1997).

Nos ambientes do Sul do Brasil ha predominancia de gendtipos da
subespécie indica, os quais sdao mais produtivos, adaptados, com maior
resisténcia ou tolerdncia aos principais estresses bidticos e abidticos e com
caracteristicas de graos requeridas pelo mercado consumidor, porém sao
sensiveis ao frio. Assim, os cruzamentos indica x jap6nica tém sido utilizados
pelos programas de melhoramento de arroz do RS, principalmente como forma
de incorporar a tolerancia ao frio dos gendtipos japdnica em gendtipos indica
adaptados.

As fontes de tolerancia ao frio, que sao principalmente da subespécie
japbnica, apresentam a maioria das caracteristicas ndo desejaveis, como porte
mais alto, folhas decumbentes, suscetiveis ou sensiveis aos principais
estresses bidticos e abidticos e com caracteristicas fisicas e quimicas dos
graos (graos curtos ou largos, ma aparéncia apos o polimento e pegajosos
apos o cozimento) ndo aceitaveis (Sasaki, 1997; Carmona et al., 1999).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi estudar a heranga e a
herdabilidade de caracteristicas agronémicas e de qualidade dos grdos em

uma populagdo de linhagens recombinantes obtida a partir de um cruzamento
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indica x japbnica (IRGA 417/Quilla 64117) e, desta forma, avaliar o potencial

genético da referida populagao para fins de melhoramento.

2.2. MATERIAL E METODOS

A populagdo usada neste estudo é originaria do cruzamento entre a
cultivar IRGA 417 (indica) e a linhagem Quilla 64117 (japdnica) que, pelo grau
de polimorfismo e pela divergéncia genética entre os genitores, mostrou-se a
mais indicada para o0 mapeamento da tolerancia ao frio em arroz (Cruz, 2001).

A cultivar IRGA 417 (genitor sensivel ao frio) possui gréos longo fino e é
largamente utilizada no estado do Rio Grande do Sul, sendo langada pelo
programa de melhoramento genético do Instituto Rio Grandense do Arroz no
ano de 1995. Esta cultivar é proveniente do cruzamento triplo NEW REX / IR
19743-25-2-2 /| BR-IRGA 409. Quilla 64117 (genitor tolerante ao frio) € uma
linhagem de gréos longos, do programa de melhoramento genético do Instituto
de Investigaciones Agropecuarias (INIA) do Chile, sendo obtida pelo

cruzamento entre as cultivares DELTA e ORO.

2.2.1. Obtencéo da populagao de linhagens recombinantes

A populacdo de linhagens recombinantes foi obtida pelo método do
descendente de uma unica semente ou SSD (Single Seed Descent), sem
nenhum tipo de sele¢cdo durante o processo. Uma panicula foi colhida de cada
planta individual na geragdo F, e uma semente de cada panicula, escolhida ao
acaso, foi semeada em vasos para obter as plantas F3;. Este procedimento foi
continuado nas geragdes seguintes até serem obtidas as sementes Fs. As
plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo na Estagcdo Experimental do
Arroz, em Cachoeirinha (latitude 29° S), de setembro de 2002 a janeiro de
2003, de agosto a dezembro de 2003 e de janeiro a maio de 2004 para
obtencao de sementes das geragodes F3, F4 e F5, respectivamente.

As sementes Fg, obtidas de uma unica planta de cada vaso, foram
multiplicadas em Penedo/AL (latitude 10 ° S), de junho a outubro de 2004, onde
foi semeada uma linha de sementes de cada planta Fs (linhagem). Por ocasiao
da maturacgao, foi colhida toda a linha para obtencdo de semente Fg.7 suficiente

para os ensaios de campo.
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2.2.2. Ensaios de campo

Das 128 linhagens cultivadas em Penedo/AL na geracéo Fs, somente 71
foram incluidas nos ensaios. A exclusdo das demais linhagens foi por
apresentarem alta porcentagem de esterilidade ou por estarem segregando
para alguns caracteres fenotipicos como estatura ou ciclo. As 71 linhagens
recombinantes, juntamente com os gendtipos parentais (IRGA 417 e Quilla
64117), foram avaliadas em ensaios de campo conduzidos na Estagéo
Experimental do Instituto Rio Grandense do Arroz, em Cachoeirinha, e na
Subestacdo de Santa Vitoria do Palmar, nas safras 2004/05 e 2005/06.

As parcelas experimentais foram constituidas de seis linhas espagadas
de 0,20 m e com 3 m de comprimento distribuindo-se as sementes com auxilio
de uma semeadora mecanizada. A area util constou das quatro linhas centrais
com 2,50 m de comprimento, totalizando 2,0 m?. O delineamento experimental
foi o de blocos ao acaso. Na safra 2004/05, devido a pouca disponibilidade de
sementes para instalacdo dos ensaios com repeticdbes nos dois locais,
considerou-se o local como repeticdo e, na safra 2005/06, o mesmo
delineamento foi utilizado com trés repeticbes em cada local. As datas de
semeadura e de emergéncia das plantulas encontram-se na Tabela 2.1.

Para a analise dos resultados serdo considerados trés ambientes:
Ambiente 1 (A1) - Ensaios de Cachoeirinha e Santa Vitéria do Palmar na safra

2004/05, considerando o local como repeti¢ao;
Ambiente 2 (A2) - Ensaio de Cachoeirinha na safra 2005/06;
Ambiente 3 (A3) - Ensaio de Santa Vitéria do Palmar na safra 2005/06.

Em ambos os locais, a semeadura foi realizada no final da época
recomendada para aumentar a probabilidade de ocorréncia de estresse com
temperaturas baixas na fase reprodutiva das plantas.

A adubacdo de base foi composta de 300 kg ha™ da féormula 05-20-30
(N-P205-K;0), em ambos locais nas duas safras. A adubacgao nitrogenada de
cobertura foi aplicada antes do inicio da irrigagédo, na dose de 60 kg ha™' de N.

Adicionalmente, em Santa Vitéria do Palmar foi realizada uma segunda
aplicagao de nitrogénio aos 40 dias apdés a emergéncia do arroz (D.A.E.), na
dose de 60 kg ha™' de N, totalizando 120 kg ha™' de N.
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TABELA 2.1. Locais no estado do Rio Grande do Sul, ambiente, safras e
datas de semeadura e de emergéncia das plantulas nos ensaios

de campo.

‘Local  Ambiente  Safra  Semeadura Emergéncia
Cachoeirinha A1 2004/05  21/11/2004  29/11/2004
Santa Vitéria do Palmar A1 2004/05  23/11/2004  30/11/2004
Cachoeirinha A2 2005/06  28/11/2005  08/12/2005
Santa Vitéria do Palmar A3 2005/06  10/11/2005  18/11/2005

O controle de plantas invasoras foi realizado com aplicacdo dos
herbicidas quinclorac (375 g i. a. ha), propanil (1,26 kg i. a. ha') e
pyrazosulfuron (20 g i. a. ha™), no estadio de duas a trés folhas. O inicio da
irrigacao foi aos 17 e 10 dias apds a emergéncia (D.A.E.) em Cachoeirinha e
aos 14 e 25 D.A.E. em Santa Vitoria do Palmar, nas safras 2004/05 e 2005/06,
respectivamente. As demais praticas de cultivo seguiram as recomendacgdes da
pesquisa (EPAGRI, 2003).

2.2.3. Caracteres avaliados
Foram avaliados sete caracteres fenotipicos a campo e em laboratério,
empregando-se a metodologia descrita abaixo:

Rendimento de graos (REND; kg ha™) — colheita da area util de cada parcela
(2,0 m?). Apds a colheita, o arroz foi trilhado, limpo e seco até os graos
atingirem 13 % de umidade;

Duracao do periodo da emergéncia a 80 % da floragdao (FLR80; dias) —
leitura direta no campo quando 80 % das plantas na parcela estavam no
estadio de antese;

Estatura de planta (ESTAT; cm) — medigédo de 10 plantas ao acaso dentro da
area util da parcela, considerando a distancia vertical do nivel do solo ao
apice da panicula;

Numero de graos por panicula (GRPAN) — determinado em 10 paniculas

coletadas ao acaso dentro da area util da parcela, na fase de maturacéo;
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Esterilidade de espiguetas (STESP; %) — na mesma amostra de avaliagéo do
numero de graos por panicula contou-se também o numero de espiguetas
estéreis e a porcentagem foi calculada pela férmula: esterilidade (%) = [n°
espiguetas estéreis / (n° espiguetas estéreis + n° de graos cheios) ] x 100;

indice de centro branco dos grios (CBGR) — determinado nas amostras de
graos inteiros apos o beneficiamento, com notas de 0 a 5, conforme
metodologia descrita pelo CIAT (1989);

Teor de amilose (AMYGR; %) — determinado utilizando-se metodologia
descrita pelo CIAT (1989);

2.2.4. Analise estatistica

Foram realizadas analises de variéncia para os dois locais (Cachoeirinha
e Santa Vitéria do Palmar), sendo que na primeira safra o local foi considerado
como repeticdo e na segunda safra a analise foi individual por local,
considerando os efeitos das linhagens como aleatérios e os efeitos de locais
como fixos. A analise de variancia foi feita para cada uma das caracteristicas e
0 modelo estatistico adotado foi o seguinte:
Yij=p+ G+ Bj+ €
Em que:
Yij = valor da caracteristica da i-ésima LR no j-ésimo bloco;
M = média geral;
Gj = efeito da i-ésima LR(i=1,2,...,9);
B; = efeito do j-ésimo bloco (j=1,2,...,r);
€, = erro aleatorio, €; ~ NID (0, 0?).

O esquema da analise de variancia, com as respectivas esperancas dos
quadrados médios, é apresentado na Tabela 2.2.

Com base na analise de variancia dos dois locais determinaram-se os

seguintes parametros genéticos:

Variancia do erro (0%) — corresponde ao quadrado médio do erro (QM.) da
Tabela 2.2.
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TABELA 2.2.Esquema da analise de variancia individual por ambiente do
modelo em blocos ao acaso. UFRGS, 2006.

Fonte de Variagdo GL QM E(QM) F
Blocos r-1 QM, 0% + go%

Genotipos g-1 QM4 0% + ro%g QMy/ QM.
Erro (r-1)(g-1) QM. 0%

Total gr-1

Variancia fenotipica (0?,) — calculada com base na formula abaixo:
2 = 2 2
0%, = 0% + 0%
Sendo:
0% = variancia do erro

0%y = variancia genotipica

Variancia genotipica (0?;) — calculada com base na esperanga do quadrado
medio de gendtipos (QMg) conforme férmula abaixo:

E(QMg) = 0% + 1. 0%

0% = (QMg - QM) / r

Herdabilidade (h?) — a andlise da variancia conjunta (Tabela 2.3) foi usada
para a particdo da variancia total em componentes genéticos e ambientais. A
estimativa da herdabilidade no sentido restrito foi calculada pela formula
abaixo:
h% = 0%/ (0% + 0%/ r)

Onde:
0%y = variancia genotipica;
0% = variancia do erro;
r = numero de repeticdes.

Da mesma maneira, a variancia genotipica (0%) foi calculada com base
nos componentes da variancia (quadrado médio esperado), conforme a
formula: 0%, = (QMg - QMg,) / ar, e a varidncia ambiental (0%) foi estimada

usando o quadrado médio do erro (QM,).
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TABELA 2.3.Esquema da analise de variancia conjunta do modelo em blocos
ao acaso. UFRGS, 2006.

Fonte de Variacao GL QM E(QM) F
Blocos/Ambientes a(r-1) QMp 0% + go% QM,/QM¢
Ambientes a-1 QM, 0% +ro?g, + go% + gro?, QM./ QM.
Genotipos g-1 QM4 0% + ro’g + aro’;  QMy/QMe
Genotipos x ambientes  (a-1)(g-1) QMg 0% + r0%ga QMga/ QMe
Erro a(r-1)(g-1) QM. 0%

Total agr-1

A heranca das caracteristicas fenotipicas foi analisada através das
distribui¢cdes de frequéncia na populacao de LR e pelo teste do Qui-quadrado.

As classes intermediarias de menor frequéncia do histograma, em cada
um dos caracteres analisados, foram utilizadas como ponto de corte para a
determinagao do numero de genes envolvidos. Assim sendo, em Cachoeirinha,
linhagens com estatura inferior a 105 e 110 cm nas safras 2004/05 e 2005/06,
respectivamente, foram consideradas de estatura baixa. Em Santa Vitdria,
linhagens com estatura inferior a 90 e 95 cm nas safras 2004/05 e 2005/06,
respectivamente, foram consideradas de estatura baixa. As linhagens que
atingiram estatura igual ou superior aos valores citados foram consideradas de
porte alto. Em relagdo ao indice de centro branco, linhagens com valores
fenotipicos abaixo de 1,4 foram classificados como baixo e valores iguais ou
superiores a este como alto indice de centro branco. Teores de amilose abaixo
de 25 % em Cachoeirinha e abaixo de 26 % em Santa Vitéria do Palmar foram
considerados como baixo, e acima, como alto teor de amilose.

O valor do teste do Qui-quadrado foi obtido pela formula:

v? =2 [(Fo—Fe)?/Fe]
Onde:

Fo = freqiiéncia observada para cada classe;
Fe = freqiéncia esperada para cada classe, com base na proporgédo

mendeliana.
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As proporgdes mendelianas testadas foram as de 3:1 e 15:1 utilizando-
se o valor tabelado de 2 de 3,84, com um grau de liberdade e ao nivel de 5%

de significancia.

Correlacées fenotipicas (r;) genotipicas (rg) e ambientais (r.) entre dois
caracteres — Os coeficientes de correlacdo entre dois caracteres X e Y foram
calculados conforme descrito por Cruz e Regazzi (1997), com auxilio das
analises individuais de X e Y e da analise da soma dos valores de X e Y. Os
produtos médios (covariancias) associados a cada fonte de variagdo foram
estimados pelas formulas:
COVixvy=[Vx+v)—Vxy— Vi 1/ 2

Onde:

COV(xy) = Covariancia entre os caracteres X e Y;

Vx+vy = varidncia da soma dos caracteres X e Y;

V(x) = variancia do carater X;

V(v) = variancia do carater Y.

Os produtos médios associados aos tratamentos e aos residuos sao
obtidos por meio das férmulas:

PMTxy = (QMTx:y — QMTx — QMTy)/2
PMRxy = (QMRx+y — QMRx — QMRY)/2
Onde:

PMTxy = produto médio associado aos caracteres X e Y,

PMRxy = produto médio associado ao residuo entre X e Y.

Com base nos resultados dos produtos médios ou covariancias acima se
calculou os coeficientes de correlagdo por meio das seguintes formulas:
Correlacéo fenotipica (ry):

re = PMTxy / [QMTx . QMTy]"?
Correlagao ambiental (r,):
re = PMRxy / [QMRx . QMRy]"?
Correlacdo genotipica (rg):
fg = Ogxy / [0%gx . 0%gv]"?
Sendo:
Ogxy = [PMTxy — PMRxvy] / r
0% = [QMTx — QMRy] / r



40
0%y = [QMTy — QMRy] /
em que:
Ogxy = estimador da covariancia genotipica entre os caracteres Xe Y ;
0%, e 0%, = estimadores das variancias genotipicas dos caracteres X e

Y, respectivamente.

Ganho esperado de selegcao (Gs) — o ganho genético esperado foi calculado
tanto para selegdo direta quanto para indireta. A selecdo direta foi realizada
diretamente no carater de interesse e a indireta quantificando-se o ganho
genético alcangado no carater de interesse ou principal através da selegdo no
carater secundario.
Selecao direta no carater (Gsd) — o ganho esperado pela selegdo direta
depende do diferencial de selecdo e da herdabilidade do carater principal (X),
conforme a seguinte formula:
Gsdy = dsx . h’

Onde:

Gsdx = ganho esperado pela selecao direta no carater principal (X);

dsx = diferencial de selegcao no carater principal (X);

dsx = Xir(s) — XLr(o) (Média das linhagens selecionadas menos a média

original das linhagens);

h?x = herdabilidade do carater principal (X).

Selecao indireta no carater (Gsi) — o ganho esperado pela selegéo indireta é
calculado pela seguinte férmula:
Gsix(y) = dsxy) . h’
Onde:
Gsixy) = ganho esperado no carater principal (X) quando a selecédo é
praticada no carater secundario (Y);
dsxy) = diferencial de sele¢do indireto no carater principal (X), que é
obtido em fungcdo da média do carater daqueles individuos cuja
superioridade foi evidenciada com base no outro carater (Y)
sobre o qual se pratica a selecao direta.
O ganho por selegcao também pode ser expresso em porcentagem sobre

a média original das linhagens:
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Gs (%) = [(ds . h?) / x_r()] - 100

Ganhos esperados pela selecdao através do indice classico de Smith
(1936) e Hazel (1943) - caracteriza-se por combinar as informagdes de mais de
um carater em apenas um indice (numero) para cada familia, neste caso,
praticando-se a selecao sobre os valores do indice e avaliando-se as respostas
indiretas esperadas nos caracteres originais.
I=b1*Ci+by*Co+ ...+ b, *C,
Onde:
b, = coeficiente de regressao multipla do n-ésimo carater;

C, = fendtipo do n-ésimo carater.

Na férmula acima, os valores de b sido calculados de maneira a
maximizar a correlagao entre o valor do indice e o valor genético agregado da
familia, sendo este ultimo definido pela formula:

H=e1*gi1+ex*ga+...+e,"gn
Onde:
en = valor econémico relativo do carater;

gn = valor genético do carater

Os b’s foram calculados por:
b=F".G.W
Sendo:
b = vetor dos coeficientes de regress&o multipla;
F' = inversa da matriz de variancias e covariancias fenotipicas entre os
caracteres;
G = matriz de variancias e covariancias genotipicas entre os caracteres;

W = vetor de valores relativos dos caracteres.

O esquema abaixo demonstra a forma do calculo matricial:

) . M
b1 (o) CF(12) - oram) " (S%am) Tg(1:2) - St Wi
b1 OF@21) O°F@) - OF@2n) Og21) O'g@2) - Og(2n) W,

~ /NG /2 N
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bn OF(nt)  OF(n2) - O F(n) Ggnif)  Ogni2) - O g(n) Wi

Onde:
Gzp(n) = variancia fenotipica do carater Cy;
op(1:2) = covariancia fenotipica entre os caracteres Cq e Cy;
czg(n) = variancia genotipica do carater Cy;

Ogy(1;2) = covariancia genotipica entre os caracteres Cq e Co.

Os pesos ou valores relativos adotados neste trabalho para
construgédo do indice foram: REND (10), FLR80 (1), ESTAT (1), STESP (5),
GRPAN (1), CBGR (1) e AMYGR (1). Estes pesos foram estabelecidos
segundo o critério de importancia relativa de cada carater, com base na
experiéncia em pesquisa com arroz irrigado.

Todas as anadlises de variancia foram realizadas no programa
estatistico Statistical Analysis System (SAS Institute, 2000), pelo procedimento
GLM (Modelos Lineares Generalizados). Os ganhos esperados pela selegéo e

pelo indice classico foram calculados pelo programa GENES (Cruz, 2006).

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para os sete caracteres houve diferengas significativas (P<0,01) entre as
linhagens recombinantes (Tabela 2.4). Como considerou-se o local como
repeticdo no primeiro ano do experimento (Ambiente 1), de maneira geral seria
esperado maior variacao nos dados, o que foi confirmado pelo efeito de blocos,
que foi significativo para todos os caracteres, com excec¢ao do indice de centro
branco, e pelos coeficientes de variacdo experimental, os quais foram
superiores aos outros dois ambientes, Cachoeirinha (A2) e Santa Vitéria (A3)
na safra 2005/06, para todos os caracteres (Tabela 2.4).

Esta variagdo esperada justifica-se, pois Cachoeirinha (latitude 29° S) é
um local considerado mais favoravel ao cultivo de arroz irrigado em relagdo a

Santa Vitéria do Palmar (latitude 33° S), principalmente por apresentar médias
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TABELA 2.4. Resumo das analises de varidncia para os caracteres rendimento de graos (REND), ciclo até a floragao (FLR80),
estatura de planta (ESTAT), esterilidade de espiguetas (STESP), numero de gréos por panicula (GRPAN), indice
de centro branco nos graos (CBGR) e teor de amilose nos graos (AMYGR), referentes aos experimentos
realizados em Cachoeirinha e Santa Vitéria do Palmar na safra 2004/05 (Ambiente 1), em Cachoeirinha
(Ambiente 2) e em Santa Vitéria do Palmar (Ambiente 3), no estado do Rio Grande do Sul na safra 2005/06.

UFRGS, 2006.

Quadrados médios e significancia pelo teste F’

Fontes de variacao Ambiente 1
GL REND FLR80 ESTAT STESP GRPAN CBGR AMYGR

LR 70  4794813** 103,57** 518,06** 218,76** 1409,62** 0,6336** 30,173**

Bloco 1 78416860**  1625,20** 6411,95** 6701,85** 6227,02** 0,0106" 116,735**

Erro 70 1279441 8,37 17,72 56,04 288,37 0,1260 1,332

CVexe (%) 21,5 3,6 4,9 22,3 15,6 67,2 5,1

R2 0,83 0,94 0,97 0,85 0,84 0,84 0,96
Ambiente 2

LR 70  4025259** 199,65** 839,16 - - 0,3915** -

Bloco 2 1250562"° 27,01** 62,72** - - 0,0599* -

Erro 212 550526 3,24 8,47 - - 0,0137 -

CVexp (%) 15,9 24 3,0 - - 38,6 -

R2 0,82 0,97 0,98 - - 0,94 -
Ambiente 3

LR 70 7177793* 71,35** 620,46 312,70** 2042,80** 0,6554** -

Bloco 2 2510763* 31,92** 77,49 142,18* 88,07™ 0,0243" -

Erro 212 574882 5,21 13,81 41,67 276,28 0,0596 -

CVexe (%) 16,9 2,5 4,5 15,8 15,6 54,2 -

R2 0,87 0,90 0,96 0,79 0,79 0,85 -

Tx% %
)

= significativo a 1% e 5%, respectivamente; "° = n&o significativo.
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de temperaturas mais altas e pela menor probabilidade de ocorréncia de
frentes frias durante o periodo de cultivo. Por isso, Santa Vitoria do Palmar é
um dos locais mais adequados para avaliacdo e selecao para tolerancia ao frio
no Estado do RS.

Na safra 2004/05, os rendimentos de grdos foram mais elevados
(Apéndice 1). Ja na safra 2005/06 em Cachoeirinha (A2), a ocorréncia de
brusone (Magnaporthe grisea) e panicula ereta (bico de papagaio — desordem
fisioldgica associada, entre outros fatores, a decomposicdo anaerdbica de
matéria organica incorporada ao solo antes da irrigagdo, Groth et al., 1991),
principalmente nas duas primeiras repeticbes, que pode ser observado pela
significancia no QM de blocos, reduziu os rendimentos e também influenciou o
ciclo até o florescimento e impossibilitou a avaliagcdo da esterilidade de
espiguetas (dados n&o mostrados).

Neste estudo, a duragdo do periodo da emergéncia a floragdo dos
gendtipos, em geral, foi mais longo em Santa Vitéria do Palmar (Apéndices 1 e
2) nas duas safras, provavelmente devido a ocorréncia de temperaturas médias
mais baixas durante o estadio vegetativo.

O fator local também influenciou a estatura dos gendtipos, pois tanto as
linhagens como os genitores apresentaram estaturas médias mais baixas em
Santa Vitéria do Palmar (A3) do que em Cachoeirinha (A2) (Apéndice 2).

Em relagdo a esterilidade de espiguetas houve diferengas significativas
entre linhagens nos diferentes ambientes e foi também significativo o efeito de
blocos (Tabela 2.4), com as linhagens apresentando médias de esterilidade
altas nos ambientes A1 e A3, 33,6% e 40,9%, respectivamente (Apéndices 1 e
2).

O numero de graos por panicula é um dos componentes do rendimento
que apresentou diferenga significativa entre linhagens em dois dos ambientes
analisados (A1 e A3) (Tabela 2.4).

Em relagdo as propriedades fisico-quimicas dos gréos indice de centro
branco e teor de amilose, em geral, os ambientes apresentaram resultados
muito similares. Embora sendo caracteristicas controladas geneticamente, sao
também afetadas pelo ambiente. Em Santa Vitéria do Palmar, onde as

temperaturas maximas no estadio de maturacdo nao sao tao elevadas quanto
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em Cachoeirinha, proporciona condigcdes para reducdo do indice de centro
branco e para elevacio do conteudo de amilose.

A distribuigdo de frequéncia das linhagens para rendimento de gréos nos
dois locais mostrou uma distribuicdo continua deste carater (Figura 2.1).
Enquanto os genitores IRGA 417 e Quilla 64117 apresentaram médias de 9070
e 7335 kg ha” no ambiente 1, 7204 e 4379 kg ha” no ambiente 2 e 6961 e
6011 kg ha™' no ambiente 3, as médias das linhagens foram 5270, 4664 e 4465
kg ha™' nos ambientes 1, 2 e 3, respectivamente.

Poucas linhagens apresentaram rendimentos acima do parental IRGA
417. Em Santa Vitéria do Palmar (A3), trés linhagens produziram acima de
7000 kg ha', e houve repeticido de sete entre as dez mais produtivas do
ambiente A1, demonstrando certa estabilidade. O ciclo, a estatura, a
esterilidade e o teor de amilose da linhagem mais produtiva no ambiente A3
foram semelhantes ao IRGA 417 (dados nao apresentados); o numero de

graos por panicula foi maior na linhagem, porém o indice de centro branco

% CACHOEIRINHA 2004/05 30 SANTA VITORIA 2004/05
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Figura 2.1. Distribuicdes de freqiiéncia para rendimento de graos (kg ha™') dos genotipos
IRGA 417, QUILLA 64117 e populacdo de linhagens recombinantes, em
Cachoeirinha e Santa Vitéria do Palmar, safras 2004/05 e 2005/06. UFRGS,
2006.
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também foi maior, o que é indesejavel. Esta linhagem também foi a segunda
em rendimento em Cachoeirinha 2004/05 (dados ndo mostrados), porém néo
repetiu o mesmo comportamento em Cachoeirinha 2005/06, pois apresentou
sensibilidade intermediaria a bico de papagaio, que provavelmente influenciou
no rendimento de gréos.

Embora poucas linhagens tenham apresentado rendimentos de gréos
semelhantes ou superiores ao parental mais adaptado, deve ser levado em
consideragao que os dados sao provenientes de 71 linhagens. Provavelmente,
aumentando o numero de linhagens aumentariam as possibilidades de
obtencdo de linhagens promissoras. Além disso, a maior porcentagem de
esterilidade das linhagens também pode ter contribuido para reduzir os
rendimentos das mesmas, em relagcao aos parentais (Figura 2.2 e Tabela 2.7).

Como a populagdo é proveniente de um cruzamento entre genitores
muito divergentes (subespécies indica e japdnica), provavelmente o menor
rendimento das linhagens em relagdo aos genitores € devido a recombinagao
ou rearranjo de genes, gerando linhagens com comportamento médio inferior

aos genitores, principalmente em relagdo ao mais adaptado (IRGA 417). Nos
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Figura 2.2. Relagao entre rendimento de graos e esterilidade de espiguetas
de 71 linhagens recombinantes na safra 2004/2005. UFRGS,
2006.
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parentais, a combinagcdo de genes favoraveis para adaptagdo e,
consequentemente maior produtividade, podem estar acumulados e, ao
recombinarem-se, 0s genes ou bloco de genes sao quebrados ou perdidos,
resultando em linhagens com menor rendimento de graos.

A estatura de planta é outra caracteristica importante, pois esta
associada principalmente a resisténcia ao acamamento, ao grau de resposta a
aplicagao de nitrogénio e ao alto potencial de rendimento. As linhagens que
apresentaram médias de estatura de plantas inferiores a 105 e a 110 cm em
Cachoeirinha e a 90 e a 95 cm em Santa vitéria do Palmar nas safras 2004/05
(A1) e 2005/06 (A2 e A3), respectivamente, foram consideradas de estatura
baixa. Este carater mostrou distribuicdo de frequéncia bimodal nos trés
ambientes (Figura 2.3), e o teste de qui-quadrado para a relacdo de 3:1 de
plantas baixas para altas n&o foi significativo em todos os experimentos (Tabela
2.5), demonstrando que, nesta populagcdo, a estatura provavelmente é
controlada por dois genes independentes.

Estas informacdes sao importantes pois, em geral, as fontes de
tolerancia ao frio, como neste estudo, sdo provenientes de genotipos de
estatura alta. Em consequéncia, para o melhoramento de gendtipos da
subespécie indica que, por serem poucos genes envolvidos, torna-se facil a
selecao fenotipica a campo (alta herdabilidade), sendo grande a possibilidade
de desenvolver gendtipos de porte baixo tolerantes ao frio.

O ciclo das linhagens, outra caracteristica muitas vezes associada ao
rendimento de graos, mostrou uma distribuicdo continua (Figura 2.4). Embora
os genitores sejam de ciclo precoce, houve linhagens recombinantes que
apresentaram ciclo tanto inferior quanto superior aos parentais. Isto indica que
os dois genitores da populagdo possuem genes tanto para precocidade quanto
para ciclo mais longo e, em consequéncia, € possivel a sele¢gao de linhagens
com as caracteristicas desejadas com ampla variagao de ciclo.

As distribuicbes de frequéncia das linhagens para o carater esterilidade
de espiguetas (Figura 2.5) mostram que houve grande influéncia do ambiente
nos gendtipos avaliados, pois tanto as linhagens quanto os genitores
apresentaram esterilidade superior em Santa Vitéria do Palmar do que em
Cachoeirinha. Provavelmente parte desta esterilidade seja devida a causas

genéticas ligadas ao cruzamento indica x japénica. No ambiente desfavoravel
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(Santa Vitéria do Palmar), a esterilidade das linhagens foi alta (41%) e igual
nas duas safras (A1 e A3). Neste local, o genitor sensivel ao frio, IRGA 417,
também mostrou esterilidade mais alta (24% em A1 e 26% em A3), enquanto o
genitor tolerante apresentou esterilidade de 10 e 16% nos ambientes A1 e A3,
respectivamente. Como as linhagens mostraram esterilidade de 27% no
ambiente favoravel, a média de 41% no ambiente desfavoravel pode ser
atribuida em parte a causas ligadas ao tipo de cruzamento e, em parte, a
sensibilidade ao frio que pode ter ocorrido durante o estadio reprodutivo das
linhagens.

Em relagdo ao componente de rendimento numero de graos por
panicula, a distribuicdo de frequéncia mostrou distribuicdo continua do carater
(Figura 2.6). Embora Quilla 64117 tenha apresentado menor numero de graos
por panicula (entre 77 e 97) que IRGA 417 (entre 113 e 123) e as linhagens
com valores meédios inferiores ao IRGA 417 (entre 101 e 116), houve linhagens

recombinantes com cerca de 200 graos por panicula. Isto indica segregacao
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transgressiva para este carater e que, provavelmente, ambos genitores
possuem genes para maior numero de graos por panicula. Por esse resultado,
pode-se especular que, para esse cruzamento, € possivel tentar combinar
tolerancia ao frio com maior numero de grdos por panicula, na busca de
gendtipos com maior rendimento.

Quanto ao carater indice de centro branco (Figura 2.7) os genitores séo
altamente divergentes, sendo que o genitor adaptado IRGA 417 apresentou
valores baixos em Cachoeirinha (A1 e A2) e em Santa Vitéria do Palmar (A1 e
A3) e Quilla 64117 valores altos nestes mesmos ambientes. A média das
linhagens foi baixa para este carater e se situou dentro de valores
considerados aceitaveis. De uma maneira geral, embora as diferengcas tenham
sido pequenas, em Cachoeirinha os parentais mostraram valores mais altos
que em Santa Vitdria do Palmar. Estes resultados estdo de acordo com o que
ocorre quando um mesmo gendtipo € avaliado em ambientes distintos,
principalmente em relagdo a temperatura apos a floracdo. Segundo Jennings
et al. (1979) temperaturas altas aumentam e temperaturas amenas diminuem

ou eliminam o centro branco.
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Figura 2.7. Distribuicdes de frequiéncia para indice de centro branco dos genétipos IRGA

417, QUILLA 64117 e populagéo de linhagens recombinantes, em Cachoeirinha e

Santa Vitéria do Palmar, safras 2004/05 e 2005/06. UFRGS, 2006.

As distribuicbes de frequéncia do centro branco foi continua, com as
linhagens agrupando-se nas classes em torno do genitor com menor indice de
centro branco (IRGA 417) (Figura 2.7). As linhagens mostraram maior acumulo
de alelos provenientes do parental com menor centro branco, o que é de
grande importancia para os programas de melhoramento, pois mesmo em
cruzamentos que envolvam genitores com ma aparéncia de grao, € possivel a
selecdo de linhagens com bom aspecto nas primeiras geragdes segregantes.
Para estimar o numero de genes envolvidos neste carater, considerou-se o0s
valores inferiores a 1,4 como baixo e valores iguais ou superiores a este como
alto indice de centro branco, em ambos locais e safras (Tabela 2.5). Com base
nestes valores testou-se a propor¢ado mendeliana de 15:1 pelo teste do qui-
quadrado e, em todos os ambientes, quatro genes independentes foram
responsaveis pelo controle genético do indice de centro branco. Estes
resultados estdo de acordo com Kamijima (1997), que indicam a participacao

de varios locos na ocorréncia de centro branco.
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Em relagdo ao teor de amilose houve distribuicdo de frequéncia bimodal
(Figura 2.8), com maior numero de linhagens apresentando distribuicdo em
torno do genitor com amilose baixa (Quilla 64117) e menor numero de
linhagens apresentando distribuicdo em torno do genitor com amilose alta
(IRGA 417). Embora as diferengas sejam pequenas, tanto os genitores quanto
a meédia das linhagens foi 1% mais alta em Santa Vitoria do Palmar em relacao
a Cachoeirinha. Essa variagao no teor de amilose devido a influéncia ambiental
esta de acordo com trabalhos anteriores (Guimaraes, 1989; Landers, 1991),
segundo os quais o teor de amilose pode variar até seis pontos porcentuais
devido a influéncia ambiental, sendo a temperatura um dos fatores mais
importantes, quando altas reduzem o teor de amilose e quando baixas
aumentam o mesmo.

O teste de qui-quadrado utilizado para analisar a propor¢cdo mendeliana
de 3:1 indicou que dois genes independentes estdo determinando o teor de
amilose (Tabela 2.5). Resultados anteriores mostram que este carater é
controlado por um gene maior, mas também é influenciado pelo efeito de
dosagem do gene e por modificadores de menor efeito (McKenzie e Rutger,
1983; Kumar e Khush, 1987).

Como os caracteres indice de centro branco e teor de amilose nos graos
sao governados por poucos genes, nao € problema a recuperagao de linhas
com centro branco e teor de amilose adequados, mesmo em cruzamento
divergente como o deste estudo. No entanto, deve-se também levar em

consideracao a influéncia do ambiente quando se pretende selecionar para
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64117 e populacdo de linhagens recombinantes, em Cachoeirinha e Santa Vitéria
do Palmar, safra 2004/05. UFRGS, 2006.
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TABELA 2.5. Valores de qui-quadrado para estatura de planta, indice de
centro branco e teor de amilose avaliados em quatro ambientes

do estado do Rio Grande do Sul. UFRGS, 2006.
ESTATURA DE PLANTA

Ambiente Fenotipo Observado Esperado Proporgdo 2 P
Cachoeirinha Baixa 54 53,25 )

2004/05 Alta 17 17,75 31 0,042 0,837
Cachoeirinha Baixa 53 53,25 )

2005/06 Alta 18 17.75 31 0005 0945
Santa Vitoria Baixa 53 53,25 )

2004/05 Alta 18 17,75 3.1 0,005 0,945
Santa Vitoria Baixa 55 53,25 )

2005/06 Alta 16 17.75 31 0230 0631

INDICE DE CENTRO BRANCO

Ambiente Fenotipo Observado Esperado Proporg¢ao XZ P
Cachoeirinha Baixo 66 66,6 .

2004/05 Alto 5 4.4 151 0,076 0,783
Cachoeirinha Baixo 67 65,6 )

2005/06 Alto 3 4.4 151 0461 0497
Santa Vitoria Baixo 64 63,75 )

2004/05 Alto 4 4,25 151 0,016 0,900
Santa Vitoria Baixo 67 65,6 )

2005/06 Alto 3 4.4 151 0461 0,497

TEOR DE AMILOSE NOS GRAOS

Ambiente Fendtipo Observado Esperado Proporgao XZ P
Cachoeirinha Alto 24 17,75 )

2004/05 Baixo 47 53,25 3.1 2,934 0,087
Santa Vitoria Alto 23 17 )

2004/05  Baixo 45 51 31 2823 0,092

v%0s(1) = 3,84
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tolerancia ao frio em Santa Vitéria do Palmar. Como os gendtipos estdo sendo
selecionados numa condigdo em que tanto o indice de centro branco pode
reduzir quanto o teor de amilose pode aumentar, o critério de selecao tem que
ser mais rigoroso, pois se pode correr o risco de uma cultivar selecionada em
Santa Vitoria ndo ser aceita para cultivo nas demais regides por ma aparéncia
de grao (indice de centro branco mais alto) ou por problema de cocgéo
(pegajosidade) devido a redugao no teor de amilose.

De maneira geral os valores de herdabilidade, calculados a partir da
analise conjunta dos trés ambientes, foram altos para os caracteres avaliados
(Tabela 2.6). Maiores herdabilidades foram obtidas para os caracteres estatura
de planta, teor de amilose, florescimento e indice de centro branco. Os
resultados deste trabalho, assim como de anteriores sobre estatura de planta
(Jennings et al., 1979) e teor de amilose (McKenzie e Rutger, 1983; Kumar e
Khush, 1987; Amano, 1997; Li et al., 2003) indicam que estes caracteres séo
controlados por poucos genes, o que explicaria a alta herdabilidade obtida. Em
relacado ao indice de centro branco, a herdabildade obtida (0,59) foi semelhante
a observada por Kamijima (1997), entre 0,53 e 0,89. Neste trabalho, dois genes
independentes foram responsaveis pelos caracteres estatura e teor de amilose
e quatro genes pelo indice de centro branco (Tabela 2.5). Isto significa que,
durante o processo de selecdo destes caracteres, a maior parte da
variabilidade fenotipica observada é decorrente de efeitos genéticos, sendo
portanto eficiente a selegao.

A herdabilidade alta para ciclo até o florescimento também foi em funcéao
da variancia genética representar a maior parte da variancia fenotipica. O ciclo
precoce, por sua vez, € uma das alternativas para as regides com maior
probabilidade de ocorréncia de baixas temperaturas no periodo reprodutivo,
como forma de escape ao frio nas semeaduras tardias. Em trabalho para
determinar se havia uma relagao entre duragao do ciclo e tolerancia ao frio,
Farrel et al. (2005) concluiram que estes caracteres sao independentes e a
tolerancia poderia ser melhorada em cultivares com diferentes ciclos.

O rendimento de graos, a esterilidade de espiguetas e o numero de
graos por panicula apresentaram herdabilidades intermediarias, provavelmente

por serem caracteres quantitativos e muito influenciados pelo ambiente.
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TABELA 2.6. Variancia aditiva (VA), variancia fenotipica (VP) e herdabilidade
no sentido restrito (h%) para as caracteristicas fenotipicas da
populacdo de LR, em Cachoeirinha e Santa Vitéria do Palmair,
no estado do Rio Grande do Sul, através da analise conjunta dos
trés ambientes. UFRGS, 2006.

Caracteristica

VA VP h2
Rendimento de graos 576836,2 1295430 0,45
Florescimento 22,43401 27,51178 0,82
Estatura de planta 120,1418 131,9465 0,91
Esterilidade de espiguetas 36,15394 82,90687 0,44
Graos por panicula 273,2685 546,0828 0,50
indice de centro branco 0,08215 0,13839 0,59
Teor de amilose 7,357775 8,690085 0,85

Pela importancia do rendimento de graos e pela possibilidade de haver
caracteristicas associadas geneticamente que auxiliem no processo de
selecdo, determinou-se as correlagdes fenotipicas, ambientais e genotipicas
entre este e as demais caracteristicas avaliadas (Tabela 2.7). Para estimativa
dos coeficientes de correlagdo entre o rendimento de grdos e as demais
caracteristicas foram utilizados os dados do Ambiente 1, considerando que
neste ambiente ndo houve nenhum fator bidtico ou abidtico que tenha
prejudicado as avaliagdes previstas.

Nao houve correlagao entre rendimento de graos e as variaveis duragao
do periodo da emergéncia ao florescimento e teor de amilose. Linhagens que
possuem ciclo mais longo em geral ficam mais expostas a ocorréncia de baixas
temperaturas no final do ciclo, no estadio reprodutivo, aumentando a
esterilidade e diminuindo os rendimentos.

Entre rendimento de graos e os caracteres estatura de planta e indice de
centro branco houve somente correlagcdo ambiental. No caso de estatura de
planta que, em trabalho anterior com populacdo indica x japdnica (Lopes,
2002b), mostrou correlagdo negativa, neste estudo, embora negativa, ndo foi
significativa. A correlagcdo ambiental foi provavelmente pelas linhagens em

geral terem apresentado menor crescimento vegetativo em Santa Vitéria do
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TABELA 2.7.Correlagdes fenotipicas, ambientais e genotipicas entre

rendimento de gréos e demais variaveis avaliadas. UFRGS, 2006.

Caracteres Correlagoes

Fenotipicas Ambientais Genotipicas

Ciclo até a floragao (FLR80) 0,085™ 0,059 0,093™
Estatura de planta (ESTAT) -0,051"™ 0,279* -0,088"™
Esterilidade de espiguetas (STESP) -0,439**  -0,376**  -0,461**

Numero de gréaos por panicula (GRPAN) 0,362** 0,283* 0,387**
indice de centro branco nos graos(CBGR)  0,120" 0,375** 0,044"
Teor de amilose nos graos (AMYGR) 0,128" 0,070" 0,143"

t(0,01:70)= 0,302; t(0,05;70) = 0,232

Palmar em relagdo a Cachoeirinha (Figura 2.3), o que na média representou
reducdo de 13 cm, resultando com isso em menores rendimentos.

Quanto ao indice de centro branco, a correlagdo ambiental pode ter sido
devido a esta caracteristica ser influenciada principalmente por temperaturas
mais elevadas. Em Cachoeirinha, onde os rendimentos foram mais elevados,
também o indice de centro branco foi mais alto devido as temperaturas médias
superiores as de Santa Vitéria do Palmar, confirmando observagdes de
Jennings et al. (1979).

As variaveis esterilidade de espiguetas e numero de graos por panicula
apresentaram correlagbes genéticas significativas com rendimento de graos,
significando que ha genes envolvidos entre cada um dos caracteres e
rendimento de graos. Estes dois componentes foram correlacionados de
maneira distinta, sendo a esterilidade correlacionada de maneira negativa e o
numero de graos por panicula de forma positiva, indicando que a sele¢do em
um destes dois caracteres pode melhorar o rendimento de graos. A esterilidade
de espiguetas € um dos fatores mais importantes no processo de selegao para
tolerancia ao frio, principalmente para avaliacdo no estadio reprodutivo.
Embora tenha sido mais alta devido ao cruzamento indica x japbnica, a
esterilidade foi um dos fatores que mais afetou o rendimento de graos.

Com base nestes resultados, a selegao indireta para rendimento de
graos poderia ser realizada através dos caracteres esterilidade de espiguetas e

nuamero de graos por panicula, que apresentaram correlagbes genotipicas
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significativas. Contudo, no campo o critério de selecdo pela esterilidade de
espiguetas é de mais facil visualizagdo pela correlagdo com o estresse de frio
(Yoshida, 1981) ou pela impossibilidade de medir o rendimento de plantas
individuais no momento da selec¢ao (Rangel et al., 2000).

Em relagcédo a estimativa dos ganhos esperados pela selegédo direta no
rendimento de grdos e na esterilidade de espiguetas e indireta nos demais
caracteres, e baseada no indice classico de selegdo, empregando-se a
intensidade de selecédo de 14 % (selecdao das 10 melhores linhagens), os
resultados encontram-se na Tabela 2.8. O ganho estimado para rendimento de
gréos com selegao direta das 10 melhores linhagens foi de 1011 kg ha™ (19,2
%) em relagdo a média original. Neste caso, a média das 10 linhagens
selecionadas, que foi de 7718 kg ha™', é superior & média do genitor Quilla
64117 (7335 kg ha™). Isto mostra que foram obtidas linhagens com potencial
produtivo similar aos genitores da populagao, principalmente em relagdo ao
genitor adaptado IRGA 417 (9070 kg ha™). Em relagdo aos demais caracteres,
0s ganhos mais significativos foram para esterilidade de espiguetas (-10,0 %).
O indice de centro branco nao foi incluido no ganho de seleg&o, pois houve
aumento de 10,7 %, e o desejavel é reduzir o mesmo.

Estimando-se os ganhos esperados pela selegcao direta para esterilidade
de espiguetas e indireta para as demais caracteristicas, obteve-se o maior
ganho para este carater (-19,8 %) (Tabela 2.8). Além disso, houveram ganhos
principalmente para estatura de planta (-7,4 %) e indice de centro branco (-
12,2 %). Embora o ganho total (124,6 %) tenha sido superior ao obtido pela
selecdo direta para rendimento de grdos, os ganhos em rendimento foram
pequenos (33,3 %), em relagédo a selegao direta para rendimento de graos. Isto
evidencia a importancia do rendimento de grdos que, em muitas situagdes, 0s
gendtipos embora mostrem esterilidade acima do normal, apresentam
rendimentos de graos que compensam a maior esterilidade.

A selecgao através do indice classico, em que se atribuiu maiores pesos
para rendimento de graos (10) e esterilidade de espiguetas (5), mantendo-se o
indice (1) para os demais caracteres, os ganhos para rendimento de graos
foram muito similares aos ganhos através da selecao direta para rendimento e

o ganho total foi 10,0 % superior. A reducéo na estatura de planta (-4,7 %) foi
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TABELA 2.8. Estimativa dos ganhos esperados pela selegdo direta no
rendimento de graos e na esterilidade de espiguetas e indireta
nos demais caracteres, e baseada no indice classico de selecao,
expressas em valor (Gs) e em porcentagem da média (Gs %),
referentes aos caracteres rendimento de grdos (REND; kg ha™),
ciclo até a floragdo (FLR8O; dias), estatura de planta (ESTAT;
cm), esterilidade de espiguetas (STESP; %), numero de gréos
por panicula (GRPAN), indice de centro branco nos graos
(CBGR) e teor de amilose nos gréaos (AMYGR; %), empregando-
se a intensidade de selecao de 14%. UFRGS, 2006.

Caracte- Selecao direta Selecao direta  Selegao através do
ristica para REND para STESP indice classico
Gs GS % Gs GS % Gs GS %
REND 1011,4 19,2 336,3 6,4 996,5 19,0
FLR80 -0,149 -0,2 -1,335 -1,7 0,221 0,3
ESTAT -3,849 -4,4 -6,442 -7,4 -4,111 -4,7
STESP -3,353 -10,0 -6,612 -19,8 -2,647 -7,9
GRPAN 6,859 6,3 -3,595 -3,3 9,450 8,7
CBGR? (0,059) (10,7) -0,068 -12,2 (0,044) (7,9)
AMYGR 0,383 1,7 0,298 1,3 1,229 54
|Ganho Total| 1026,0 41,8 354,7 52,1 1014,1 46,0
ES’ renp) - (100) - 33,3 - 99,0
ES? Ganho total) - (100) - 124.6 - 110,0

Eficiéncia da selecdo para o carater REND comparado com o GS (%) obtido com a selegéo
direta para REND; ? Eficiéncia da selegdo para ganho total comparado com o GS total (%)
obtido com a selegdo direta para REND; *Carater n3o incluido no ganho de selegao quando
houve aumento, pois o desejavel é reduzir o mesmo.

semelhante e a reducéo na esterilidade de espiguetas (-7,9 %) foi um pouco
menor que pela selegao direta para rendimento. Os ganhos mais importantes
pelo indice de selecdo classico em relagcdo a selegao direta para rendimento
foram para os caracteres numero de graos por panicula, que passou de 6,3 %
para 8,7 % e teor de amilose que aumentou de 1,7 % para 5,4 %, mostrando a
vantagem deste método. Como na selegao direta, houve aumento do indice de
centro branco, e assim, este carater n&o foi incluido no ganho de selegao.
Comparando-se as 10 linhagens selecionadas através da selecdo direta
para rendimento e pelo indice classico, verificou-se que nove foram as mesmas
€ que nas primeiras quatro nao houve mudanga na ordem das linhagens
selecionadas. Pela selecdo direta para esterilidade de espiguetas apenas duas
foram comuns aos outros dois tipos de seleg¢ao, entre elas a que foi a mais

produtiva no experimento.
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De uma maneira geral, as mudancas das médias das caracteristicas
como resultado do processo de selegdo estdo de acordo com o desejavel pelo
melhorista, ou seja, buscar plantas que apresentem principalmente maior
rendimento de grdos e menores estatura de planta e esterilidade de
espiguetas. Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos por Rangel et al.
(1998) e por Lopes (2002b) em estudos realizados em populagdes indica x
japénica.

Embora a populacédo testada tenha sido obtida sem nenhum tipo de
selecdo, as linhagens mostraram a propensao de acumular os caracteres do
genitor da subespécie indica (IRGA 417), como estatura, numero de graos por
panicula e indice de centro branco nos graos, assim como tipo de grao longo-
fino (dados nao mostrados). Conduzida de forma diferente, através de selecgao,
em estudo na populagdo de selegdo recorrente CNA 11, Lopes (2002b)
observou que a medida que aumentava a intensidade de selecdo aumentava a
frequéncia de alelos da subespécie indica e reduzia a dos alelos da subespécie
japodnica.

Por este estudo, realizado em uma populagdo de linhagens provenientes
de um cruzamento entre genitores das subespécies indica e japbnica, com
ampla divergéncia genética, mesmo com um numero pequeno de linhagens,
pode-se inferir que apesar da alta porcentagem de esterilidade, & facil
recuperar linhagens com caracteristicas governadas por poucos genes e de
alta herdabilidade (menor influéncia do ambiente) como estatura de planta,
ciclo, indice de centro branco e teor de amilose.

Em relagdo a questdo do cruzamento indica x japbnica, as indicagdes
sdo de que é possivel obter linhagens recombinantes com caracteristicas
desejaveis de tolerancia ao frio da subespécie japbnica e com caracteristicas

de planta e grao da subespécie indica, que atendam ao mercado consumidor.

2.4. CONCLUSOES
A populagdo de linhagens recombinantes apresenta alta variabilidade
genética para todos os caracteres avaliados, o que possibilita selecao de
linhagens com caracteristicas requeridas pelo mercado, a partir de genitores

divergentes (cruzamento indica x japonica).
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Os caracteres estatura de planta, indice de centro branco e teor de
amilose apresentam altos valores de herdabilidade e estdo sob controle de
poucos genes, faciltando a selecdo e a obtengdo de progressos nestas

caracteristicas.



CAPITULO I

CeRACTERIZA(;AO FENOTIPICA DE UMA POPULAGAO iNDICiA X
JAPONICA DE ARROZ IRRIGADO (Oryza sativa L.) PARA TOLERANCIA
AO FRIO

3.1. INTRODUCAO

O arroz é cultivado desde o norte da China, a uma latitude de 53° N, até
o sul da Australia, a 35° S, desde o nivel do mar até altitudes acima de 2000
metros na Kashmira, entre india e Nepal. Temperaturas extremas prejudicam o
crescimento das plantas e, em consequéncia, determinam o ambiente onde o
ciclo de vida da planta pode se completar (Yoshida, 1981). Em relagao ao frio,
para o arroz, os danos mais comuns sao: falhas na germinagao, atraso na
emergéncia de plantulas, redugdo na estatura de planta, descoloragdo de
folhas, degeneragéo e exergdo incompleta da panicula, atraso na floragao, alta
esterilidade de espiguetas e maturagéo irregular (Yoshida, 1981).

Embora dificeis de serem estimados, os prejuizos causados pelo frio
ocorrem de maneira ciclica a cada trés ou quatro anos (Nishiyama, 1995;
Oliver, 2004; Cruz, 2006). A porcentagem de esterilidade de espiguetas, que
normalmente varia entre 10 e 12%, pode aumentar até 60% quando a
temperatura durante a floragdo for inferior a 20°C (Alvarado, 1999) e
temperaturas noturnas menores de 18°C sao um dos fatores ambientais mais
prejudiciais, podendo causar perdas de 5 a 25 % no rendimento de graos
(Oliver, 2004).

A tolerancia ao frio € a capacidade que apresentam certas cultivares de
suportar a ocorréncia de baixas temperaturas, sem redugdo importante no
rendimento de grdos. Manifesta-se principalmente na fase de emergéncia,
quando as plantulas toleram temperaturas de solo ao redor de 13°C e
apresentam rapida emergéncia, bom vigor inicial e folnas de coloragao verde

normal; no periodo reprodutivo, quando as plantas toleram temperaturas em
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torno de 15°C, especialmente nas fases de microsporogénese e floragdo, sem
apresentar esterilidade superior a 15%, sem apresentar ma exercdo de
panicula e duragao maior de 7 dias entre o inicio e o fim da floragdo. As plantas
nao devem, ainda, mostrar muita variagao na estatura, tanto com temperaturas
baixas como em condigbes de ambiente favoravel (Terres et al., 1985a).

Estudos realizados com o objetivo de entender a heranga da capacidade
de germinacao sob baixa temperatura relatam que cerca de cinco genes
estariam envolvidos no controle do carater. Foram observadas agdes génicas
aditivas e de dominancia e que os genes dominantes foram acumulados nas
cultivares com alta capacidade de germinagao (Sasaki, 1977, apud Takahashi,
1997). Estes resultados sao corroborados por estudos recentes com
mapeamento de caracteristicas quantitativas, em que foram identificados cinco
QTLs controlando a germinabilidade a baixa temperatura em arroz (Miura et al.,
2001, 2004). Em outro trabalho realizado por Hou et al. (2004) visando mapear
QTLs para germinabilidade a baixa temperatura, foram detectados quatro
QTLs, sendo trés pela primeira vez e um estaria muito préximo ao identificado
por Miura et al. (2001). Entretanto, recentemente foi identificado um gene
maior de grande efeito para germinabilidade a baixa temperatura em arroz, o
que podera contribuir muito para o melhoramento e a manipulagdo desta
caracteristica nos programas de melhoramento (Fujino, 2004).

A tolerancia ao frio durante o estadio vegetativo também é importante,
especialmente em semeaduras de arroz no inicio do periodo recomendado,
para garantir a obtencdo de estande uniforme e estabelecimento rapido da
cultura. Kwak et al. (1984) relataram que a tolerancia ao frio que previne a
clorose de cultivares japOnicas é controlada por um ou dois genes maiores.
Nagamine & Nakagahra (1991) realizaram cruzamentos reciprocos entre
cultivares tolerantes e sensiveis ao frio no estadio de plantula e observaram
que as plantas F1 foram todas tolerantes e, nas populagcbes F2, foi observada
relacdo de segregagdo monogénica de 3:1. Em estudo realizado por Andaya e
Mackill (2003a), foi concluido que um QTL no cromossomo 12 em arroz foi
responsavel por aproximadamente 40 % da variagao fenotipica para tolerancia
ao frio no estadio vegetativo. Todos estes trabalhos demonstram que um ou
poucos genes estariam envolvidos no controle genético da tolerancia neste

estadio.
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A esterilidade causada por baixas temperaturas parece estar sob
controle poligénico, sendo os genes efetivos localizados nos grupos de ligagéao
2, 6, 9 e 11(Sano, 1997). Trabalho semelhante realizado por Shibuya (1973),
apud Sano (1997), avaliando a esterilidade de espiguetas sob baixas
temperaturas, estimou que os genes correspondentes estavam localizados nos
grupos de ligagéo 2 e 11.

Até recentemente, conhecia-se pouco sobre os locos que controlam a
tolerancia ao frio no estadio reprodutivo, por ser um carater de herancga
quantitativa. Contudo, o desenvolvimento de mapas moleculares possibilitou a
analise de QTLs, sendo que varios destes QTLs para tolerancia ao frio neste
estadio tém sido identificados (Saito et al., 2001, 2004; Andaya & Mackill,
2003b).

Buscando mapear a tolerancia ao frio no estadio reprodutivo, Saito et al.
(2001) concluiram que havia no minimo dois QTLs para tolerancia ao frio, no
cromossomo 4, denominados Cib-1 e Ctb-2. Além disso, os resultados
indicaram que ambos estavam associados com maior tamanho de antera,
provavelmente pela maior producdo de podlen. Posteriormente, Saito et. al.
(2004) realizaram o mapeamento fisico do QTL Citb-1 e confirmaram a
associacdo de Ctb-1 com tamanho de antera, o qual seria um dos principais
fatores para tolerancia ao frio no estadio reprodutivo.

Em trabalho realizado com objetivo de entender o mecanismo molecular
da esterilidade induzida pelo frio em arroz, foi determinado que a baixa
temperatura no estadio de micrésporo jovem causou acumulo de sacarose nas
anteras e reduziu a deposicdo de amido no grao de pdlen maduro. A
interrup¢cdo do metabolismo e do transporte de agucar durante a ocorréncia do
frio poderia causar a redugao na viabilidade do pdélen (Oliver, 2004).

O grau de exergao de panicula também é uma caracteristica afetada
pelo frio, sendo observada exercdo completa em gendtipos tolerantes e
incompleta em gendotipos sensiveis. A base genética deste carater é simples e
depende do germoplasma estudado. Em estudo conduzido com gendtipos
indianos, Mahishi et al. (1991) relataram um gene dominante e, em trabalho
com genatipos chilenos, Cruz (2001) identificou um gene recessivo controlando

o carater.
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No estado do Rio Grande do Sul, a introdu¢do do carater tolerancia ao
frio nas cultivares de arroz esta relacionada principalmente a origem tropical
(indica) das cultivares utilizadas e a localizagao geografica (regiao temperada),
que combina genotipos sensiveis com ocorréncia de baixas temperaturas nos
estadios de germinagéo, vegetativo e reprodutivo da cultura. As regiées mais
afetadas por baixas temperaturas sdo a Campanha e o Litoral Sul do Estado,
que juntas representam mais de 33 % da area do RS, significando em torno de
345.000 ha (IRGA, 2006b).

Em uma estratégia de curto prazo, a obtengdo de gendtipos com maior
tolerancia ao frio nos estadios de germinacéo e de plantula possibilitaria a
antecipagao da semeadura e, com isso, as fases vegetativa e reprodutiva
ocorreriam durante o periodo de maior disponibilidade de radiagao solar dos
meses de dezembro e janeiro nas regides do Litoral Sul e Campanha. Desta
maneira, o estadio reprodutivo também se desenvolveria em um periodo de
menor risco de ocorréncia de temperaturas prejudiciais nessas regides
(Steinmetz et al., 1999)

A estratégia de desenvolver genotipos com maior vigor ou tolerancia nos
estadios de germinacdo e plantula no RS é semelhante ao objetivo atual no
Japao, o qual é considerado de alta prioridade, visando o estabelecimento da
semeadura direta para reduzir os custos de producao (Miura et al., 2004) e
também na China, visando a adaptagcdo a semeadura direta (Hou et al., 2004;
Zhang et al., 2005). Dentro deste objetivo sdo reconhecidas trés caracteristicas
necessarias para o0 estabelecimento deste sistema de semeadura:
germinabilidade a baixa temperatura, longevidade de sementes e rapido
crescimento do coleoptilo.

A menor disponibilidade de fontes de tolerancia dentro da subespécie
indica, a dificuldade de obtencdo de recombinantes com fontes da subespécie
japbnica e a falta de métodos de avaliagdo adequados para identificar
genotipos superiores tém contribuido para o pequeno éxito obtido nesta area.
Neste aspecto, trabalhos tem sido desenvolvidos visando estabelecer
metodologia de avaliagdo sob condigdes controladas (Mejia, 1988; Cruz, 2001).

Com relacédo a identificacdo de fontes, em um trabalho visando
caracterizar um grupo de 117 cultivares usando marcadores RAPD, foi

encontrada consideravel diversidade dentro das subespécies indica e japbnica
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(tropical e temperado) sendo que o grupo de cultivares da subespécie japdnica
temperada apresentou maior tolerancia ao frio e maior vigor no estadio de
plantula, menor atraso na floragao, maior exercao de panicula e menor debulha
que as cultivares indicas (Mackill et al., 1997)

As duas principais hipoteses levantadas na realizacdo do presente
trabalho foram: o cruzamento de um gendtipo tolerante (Quilla 64117) com um
sensivel (IRGA 417) gera linhas com ampla variabilidade para o carater
tolerancia ao frio e os mecanismos de heranga sao diferentes e independentes
nos diferentes estadios de desenvolvimento.

O objetivo do trabalho foi avaliar a populagdo de linhagens
recombinantes quanto a tolerdncia ao frio nos estadios de germinacao,
vegetativo e reprodutivo, buscando estudar a herangca e a herdabilidade da

tolerancia nestes estadios.

3.2. MATERIAL E METODOS

Este trabalho compreendeu a avaliagdo de 71 linhagens recombinantes
e dois genitores quanto a toleréncia ao frio nos estadios de germinagéo,
vegetativo e reprodutivo sob condi¢gbes de temperatura controlada, na Estagéo
Experimental do Arroz, em Cachoeirinha-RS, conforme metodologias descritas
por Mejia (1988) e Cruz (2001). A tolerancia ao frio no estadio vegetativo
também foi avaliada a campo em experimento realizado na Subestacdo de
Santa Vitoria do Palmar, do Instituto Rio Grandense do Arroz (IRGA), na safra
2005/06.

A populacdo usada neste estudo € originaria do cruzamento entre a
cultivar IRGA 417 (indica) e a linhagem Quilla 64117 (japbnica). A cultivar IRGA
417, genitor sensivel ao frio, possui graos longos e finos, € largamente utilizada
no estado do Rio Grande do Sul e foi langada pelo programa de melhoramento
genético do Instituto Rio Grandense do Arroz no ano de 1995. A linhagem
Quilla 64117, genitor tolerante ao frio, € uma linhagem de gréos longos, do
programa de melhoramento genético do Instituto de Investigaciones
Agropecuarias (INIA) do Chile.

A populacdo de linhagens recombinantes foi obtida pelo método do
descendente de uma unica semente ou SSD (Single Seed Descent), sem

nenhum tipo de selecdo durante o processo. Uma panicula foi colhida de cada
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planta individual na geragao F, e uma semente de cada panicula, escolhida ao
acaso, foi semeada em vasos para obter as plantas F3;. Este procedimento foi
continuado nas geragdes seguintes até serem obtidas as sementes Fs. As
plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo na Estacao Experimental do
Arroz, em Cachoeirinha (latitude 29° S), de setembro/2002 a janeiro/2003, de
agosto a dezembro/2003 e de janeiro a maio/2004, para obtengao de sementes
das geragdes F3, F4 e F5, respectivamente. As sementes Fg obtidas de uma
unica planta de cada vaso foram multiplicadas em Penedo/AL (latitude 10 ° S),
de junho a outubro/2004, onde foi semeada uma linha de cada planta Fg
(linhagem). Na maturacéo foi colhida toda a linha para obtenc&o de semente

Fe:7 suficiente para os ensaios.

3.2.1. Avaliagéo no estadio de germinagao

Neste experimento, as sementes dos genitores e das linhagens foram
colocadas em papel germinador plissado e, em cada dobra do papel foram
dispostas dez sementes, tomando-se o cuidado de coloca-las com o lado onde
se encontra o embrido voltado para cima. A seguir, o papel germinador foi
umedecido com solugdo do fungicida Triadimenol (Baytan SC®), na
concentragdo de 1%, para evitar contaminacédo. O papel germinador plissado
foi mantido dentro de uma bandeja com tampa durante todo o periodo dentro
da BOD e a temperatura utilizada foi de 13°C por 21 dias. Apos este periodo,
as sementes foram avaliadas quanto ao comprimento do coledptilo, que
corresponde ao estadio de crescimento SO (SO a S3) (Counce et al., 2000). O
experimento foi conduzido no delineamento completamente casualizado, com
duas repeticdes, sendo a média das dez sementes em cada dobra do papel
considerada uma repeticdo. Ao mesmo tempo, outras 20 sementes de cada
gendtipo, com duas repeticdes de dez sementes, foram colocadas para
germinar sob temperatura de 28°C (controle) e, apds sete dias, os coledptilos
foram medidos. A tolerancia ao frio neste estadio foi calculada pela
porcentagem de redugdo no comprimento do coledptilo pela germinacdo a

baixa temperatura em relagdo a germinagao na temperatura de 28°C (controle).

3.2.2. Avaliagao no estadio vegetativo
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Inicialmente os gendtipos foram colocados para germinagdo sob
temperatura de 28°C. As sementes foram colocadas em papel germinador
plissado umedecido com solugéo fungicida Triadimenol (Baytan SC®), na
concentragcao de 1%, para evitar contaminagao. Apds cinco dias em camara de
germinagao, quando as plantulas atingiram cerca de 3 a 4 cm, as mesmas
foram transplantadas para bandejas de células alveoladas contendo solo,
sendo colocada uma planta por célula. O experimento foi conduzido no
delineamento de blocos casualizados, com duas repeticdes, sendo cada
parcela composta de cinco plantas. Apos o transplante, as bandejas contendo
os gendtipos foram mantidas em casa de vegetagdo com temperatura de 28°C
até que as plantas atingissem o estadio de crescimento V3 (Counce et al.,
2000). Neste estadio, os gendtipos foram levados para camara de crescimento
e submetidos a temperatura de 10°C por 10 dias no escuro. Apds este periodo,
as plantas foram colocadas novamente em casa de vegetagdo a 28°C por sete

dias e a seguir avaliou-se a sua porcentagem de sobrevivéncia.

3.2.3. Avaliagao no estadio reprodutivo

Neste experimento, as sementes dos genotipos foram germinadas da
mesma forma que no experimento anterior e apds foram transplantadas para
copos, deixando-se uma plantula por copo, os quais foram mantidos em casa
de vegetacdo até o inicio de emissdo das paniculas. O experimento foi
conduzido no delineamento inteiramente casualizado com quatro repeti¢oes,
sendo cada planta uma repeticdo. No inicio de emissao das paniculas
(florescimento), estadio de crescimento R3 (Counce et al., 2000), quando as
primeiras espiguetas foram expostas pela abertura da bainha, as plantas foram
levadas para uma sala climatizada a temperatura de 15°C e fotoperiodo de 12
horas de luz/ 12 horas de escuro por sete dias. Este procedimento foi realizado
com quatro repeticdes de cada gendtipo. Apds este periodo, estas plantas
foram colocadas novamente em casa de vegetacao até a completa maturagao.
Ao mesmo tempo, as outras quatro plantas (quatro repeticbes) de cada
gendtipo foram mantidas durante todo o tempo do experimento em casa de
vegetacado, sob temperatura de 28°C. A tolerancia ao frio neste estadio foi

calculada pela porcentagem de redugdao na fertiidade de espiguetas dos
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genotipos comparando-se os valores obtidos sob baixa temperatura com

relacado a fertilidade na temperatura de 28°C (controle).

3.2.4. Avaliacéo no estadio vegetativo a campo

A avaliagdo neste estadio foi realizada na subestacdo de Santa Vitoria
do Palmar, no experimento destinado a avaliacdo de caracteristicas
fenotipicas, semeado em 10 de novembro de 2005 e com emergéncia das
plantulas em 18 de novembro 2005. As parcelas experimentais foram
constituidas de seis sulcos espacados de 0,20 m e com 3 m de comprimento,
sendo as sementes distribuidas com auxilio de uma semeadora mecanizada. O
delineamento experimental foi o de blocos ao acaso, com trés repeticdes.

A avaliagao da tolerancia ao frio foi realizada 20 dias apds a emergéncia,
com as plantas entre os estadios de crescimento vegetativo V3 e V4 (Counce
et al., 2000). Nos seis dias anteriores a avaliagdo as temperaturas médias das
minimas, médias e maximas foram 11,7°C, 17°C e 22,3°C, respectivamente. A
leitura visual foi efetuada observando-se as diferengas de descoloracdo das
folhas (amarelecimento), utilizando escala de 0 a 9 (em que 0 = tolerante e 9 =
sensivel) (CIAT, 1983).

3.2.5. Analise estatistica

Foram realizadas analises de variancia para os quatro experimentos,
conforme os dois delineamentos utilizados. Para os experimentos realizados
sob condi¢gdes controladas, em delineamento inteiramente casualizado, o
modelo estatistico adotado foi o seguinte:
Yij=p+Gi+ €
em que Yj € o valor da caracteristica da i-ésima LR; y é a média geral; G; é o
efeito da i-ésima LR(i=1,2,...,g) e €; é o erro aleatdrio, €; ~ NID (0, 0?).

Para o experimento realizado a campo, em delineamento de blocos ao
acaso, o modelo estatistico adotado foi o seguinte:
Yij=u+ G+ Bj+ €,
em que Yj; € o valor da caracteristica da i-ésima LR no j-ésimo bloco; p € a
média geral; G; é o efeito da i-ésima LR(i=1,2,...,9); B; é o efeito do j-ésimo

bloco (j=1,2,...,r) e €; € o erro aleatodrio, €; ~ NID (0, ¢?).
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O esquema da analise de variancia, com as respectivas esperancas dos
quadrados médios dos dois modelos, encontra-se na Tabela 3.1.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e a relagao entre as
variaveis foi verificada através do calculo do coeficiente de correlacdo de
Pearson. As analises foram realizadas no programa SAS (Statistical Analysis
System) (SAS Institute, 2000).

Com base na analise de varidncia determinaram-se os seguintes
parametros genéticos:
Variancia do erro (0%) — corresponde ao quadrado médio do erro (QM.) da
Tabela 3.1.
Variancia fenotipica (0?,) — calculada com base na formula abaixo:

2 = 2 2
0% = 0% + 0%

Variancia genotipica (0?;) — calculada com base na esperanga do quadrado
medio de gendtipos (QMg) conforme féormula abaixo:
0% = (QMg - QM¢) / r

Herdabilidade (h?) — a analise da variancia foi usada para a particio da
variancia total em componentes genéticos e ambientais. A estimativa da
herdabilidade no sentido restrito foi calculada pela formula abaixo:

h? = 0%/ (0% + 0%/T)
Onde:
0%y = variancia genotipica;
0% = variancia do erro;

r = numero de repeticdes.

A heranga das caracteristicas fenotipicas foi analisada através das
distribui¢cdes de frequéncia na populacado de LR e do teste do qui-quadrado.

As classes intermediarias de menor frequéncia do histograma, em cada
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TABELA 3.1.Esquema da analise de varidncia dos modelos inteiramente
casualizado e em blocos ao acaso. UFRGS, 2006.

Fonte de Variagao GL Qm E(QM) F

Inteiramente casualizado
Genotipos g-1 QM4 0% + r 0% QMy/ QM.
Erro G(r-1) QM. 0%

Blocos ao acaso

Blocos r-1 QMp 0% + g o%
Genotipos g-1 QM4 0% + r 0% QMy/ QM.
Erro (r-1)(g-1) QM. 0%

um dos caracteres analisados, foram utilizadas como ponto corte para a
determinacdo do numero de genes envolvidos. Assim sendo, linhagens com
sobrevivéncia de plantas inferior a 60 % foram consideradas sensiveis, e
aquelas com sobrevivéncia igual ou superior a este valor foram consideradas
como tolerantes. Para o carater reducdo na fertiidade de espiguetas,
considerou-se como tolerantes as linhagens com reducédo inferior a 65 %, e
como sensiveis aquelas com redugao na fertilidade igual ou acima deste valor.

O valor do teste de qui-quadrado foi obtido pela férmula:

v? =2 [(Fo—Fe)?/Fe]

Onde:
Fo = freqUéncia observada para cada classe;
Fe = frequéncia esperada para cada classe, com base na proporcao
mendeliana.
A proporgdo mendeliana testada foi a de 3:1, utilizando-se o valor
tabelado de 3? de 3,84 com um grau de liberdade e ao nivel 5% de

significancia.

Correlacées fenotipicas (r;) genotipicas (rg) e ambientais (r.) entre dois

caracteres — Os coeficientes de correlacdo entre dois caracteres X e Y foram
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calculados conforme descrito por Cruz e Regazzi (1997), com auxilio das
analises individuais de X e Y e da analise da soma dos valores de X e Y, de tal
forma que os produtos médios (covariancias) associados a cada fonte de
variacao, foram estimados pelas férmulas:

COVixy) =[Visy) =V = Vi 1/2
Onde:

COVx,vy = Covariancia entre os caracteres X e Y,

Vx+v) = variancia da soma dos caracteres X e Y;

V(x) = variancia do carater X;

V(v) = variancia do carater Y.

Os produtos médios médios associados a tratamento e residuo sao
obtidos por meio das férmulas:

PMTxy = (QMTx+y — QMTx — QMTy)/2
PMRxy = (QMRx+y — QMRx — QMRY)/2
Onde:

PMTxy = produto médio associado aos caracteres X e Y,

PMRxy = produto médio associado ao residuo entre X e Y.

Com base nos resultados dos produtos médios ou covariancias acima,
calculam-se os coeficientes de correlagao por meio das seguintes férmulas:
Correlagao fenotipica (ry):

rr = PMTxy / [QMTx . QMTy]"?
Correlagéo ambiental (ra):

rr = PMRxy / [QMRx . QMRy]"?
Correlacdo genotipica (rg):

fg = Ogyy / [0°gx . 0°gv]"
Sendo:

Ogxy = [PMTxy — PMRxv] / r

0%x = [QMTx — QMRy] /

0%y = [QMTy — QMRy] /
em que:

Ogxy = estimador da covariancia genotipica entre os caracteres Xe Y ;

0%, e 0%, = estimadores das variancias genotipicas dos caracteres X e

Y, respectivamente.
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve diferengas significativas (P<0,01) entre as linhagens para os
caracteres reducdo no comprimento do coledptilo, sobrevivéncia de plantas,
reducao na fertilidade de espiguetas e tolerancia ao frio no estadio vegetativo a
campo, indicando variabilidade entre as mesmas (Tabela 3.2). Os coeficientes
de variacao indicaram boa precisao para redugao no comprimento do coledptilo
(10,3%), aceitavel para tolerancia ao frio no campo (16,9%) e reducédo da
fertilidade (20,1 %) e muito alta para sobrevivéncia de planta (77,1%). O CVexp
deste ultimo carater pode ter sido influenciado pelo tipo de avaliacdo e por
envolver um tamanho reduzido de parcela, com cinco plantas por repeticdo,
neste caso cada planta representaria a sobrevivéncia ou nédo de 20%.

As distribuigdes de freqléncias das linhagens quanto a tolerancia ao frio
nos estadios de germinacgdo, vegetativo e reprodutivo, representadas pelos
caracteres reducdo no comprimento do coleoptilo, sobrevivéncia de plantas e
reducao na fertilidade de espiguetas, respectivamente, encontram-se na Figura
3.1 e a tolerancia ao frio no estadio vegetativo, avaliada a campo, encontra-se
na Figura 3.2. Em relagdo ao estadio de germinagdo, as linhagens exibiram
uma reducdo no comprimento do coledptilo entre 21 e 87%, com média de
45%, mostrando-se, portanto, mais sensiveis que o genitor sensivel IRGA 417
(43,2%), indicando segregacado transgressiva para este carater. Cinco
linhagens apresentaram pequena redugao no crescimento do coledptilo (entre
20 e 29%), porém nenhuma linhagem apresentou grau de tolerancia
semelhante ao genitor tolerante Quilla 64117 (10,2%) (Tabela 3.3 e Figura
3.1a).

Quanto a tolerancia ao frio no estadio vegetativo, as linhagens
mostraram uma variagdo na sobrevivéncia de plantas de zero a 100%, com
média de 24,3%. Houve uma distribuicdo das linhagens na maioria das classes
de porcentagem de sobrevivéncia. Também ocorreu segregacgao transgressiva
em relagc&o ao genitor sensivel IRGA 417 (10%), com 29 linhagens sendo mais

sensiveis que 0 mesmo e apenas uma apresentou sobrevivéncia de 100%,
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TABELA 3.2. Andlise de variancia para os caracteres redugdao no comprimento
do coledptilo (REDCOL), sobrevivéncia de plantas (SOBREV) e
reducdo na fertilidade de espiguetas (REDFERT) avaliados sob
condigbes controladas e tolerancia ao frio no estadio vegetativo
no campo (TOLCAMPO). UFRGS, 2006.

Quadrados médios’
Fontes de variacgo GL REDCOL SOBREVY REDFERT TOLCAMPO

LR 70  233,42* 1610,39** 1010,99**  4,3680**
Erro 2 2161 351,65 223,16 0,6021
CVexp (%) 10,3 77,1 20,1 16,9

R? 0,91 0,82 0,61 0,79

**= significativo a 1%; ‘GL para REDCOL (60), SOBREV (68), REDFERT

(201) e TOLCAMPO (212), respectivamente.

TABELA 3.3.Estimativas dos paradmetros genéticos de 71 linhagens
recombinantes (LR) para os caracteres redu¢gdo no comprimento
do coledptilo (REDCOL), sobrevivéncia de plantas (SOBREV) e
reducao na fertilidade de espiguetas (REDFERT) avaliados sob
condi¢des controladas e tolerancia ao frio no estadio vegetativo
no campo (TOLCAMPO). UFRGS, 2006.

Caracteres
Parametros REDCOL SOBREV REDFERT  TOLCAMPO
(%) (%) (%) (nota 0-9)
LR 45,0 24,3 74,3 4,6
o% 75,8 666,3 3249 1,245
0% 54,2 314,6 101,7 0,643

h?, 0,71 0,47 0,31 0,51
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sendo portanto igual ao genitor tolerante Quilla 64117 (Tabela 3.3 e Figura
3.1b).

Em relagdo a tolerancia ao frio no estadio reprodutivo, as linhagens
apresentaram porcentagem de reducgao na fertilidade de espiguetas entre 35,5
e 98,6%, com média de 74,3%. Houve distribuigdo continua das linhagens, com
a maioria dentro das classes de maior sensibilidade ao frio. Doze linhagens
mostraram redug¢ao na fertilidade maior que a do genitor sensivel IRGA 417
(83,5%), portanto uma segregacao transgressiva para sensibilidade e duas
foram similares ao genitor tolerante Quilla 64117 (37,9%) (Tabela 3.3 e Figura
3.1¢c).

A tolerancia ao frio no estadio vegetativo avaliada a campo mostrou
variacdo entre 1 e 7, com média de 4,6 (Figura 3.2 e Tabela 3.3). Nove
linhagens apresentaram grau de toleréncia entre 1 e 3, semelhante ao genitor
tolerante (Quilla 64117), escores que indicam potencial sob condigdes locais
(Jennings et al., 1979). Varias linhagens mostraram-se mais sensiveis o genitor
sensivel (IRGA 417) indicando segregacao transgressiva para sensibilidade.

Os resultados da cultivar IRGA 417 quanto a tolerancia ao frio no campo,
indicam que a mesma possui grau intermediario de tolerancia neste estadio.
Este comportamento pode estar relacionado a sua origem, pois a mesma foi
obtida a partir de um cruzamento triplo (NEW REX / IR 19743-25-2-2 // BR-
IRGA 409) que inclui a cultivar NEW REX (japbnica) no primeiro cruzamento, o
que poderia explicar esse grau intermediario de tolerancia, sendo por isso um
genitor potencial para cruzamentos visando a transferéncia da tolerancia para
esta cultivar.

Como houve linhagens que apresentaram nivel de tolerancia semelhante
ao genitor tolerante (Quilla 64117) nos estadios vegetativo e reprodutivo, pode-
se inferir que nao sera dificil transferir a tolerancia nestes dois estadios a partir
desse genitor.

A herdabilidade no sentido restrito foi mais alta para o carater redugao
no comprimento do coleoptilo (0,71) e mais baixa para o carater redugéo na
fertilidade de espiguetas (0,31) (Tabela 3.3). Para o carater sobrevivéncia de
plantas, a herdabilidade no sentido restrito foi de 0,47, a qual embora tenha
mostrado alta variancia genética, nao foi maior em fung&o da variancia do erro

que foi mais alto em relacdo ao dos outros dois caracteres. Da mesma forma, a
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Figura 3.1. Distribuicbes de frequéncia para os caracteres redugdo no
comprimento do coledptilo (a), sobrevivéncia de plantas (b) e
reducdo na fertilidade de espiguetas (c) dos gendtipos IRGA 417,
Quilla 64117 e populacéo de linhagens recombinantes. UFRGS,
2006.
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Figura 3.2. Distribuicdo de frequéncia para o carater tolerancia no estadio
vegetativo a campo (TOLCAMPO) dos gendtipos IRGA 417,
QUILLA 64117 e populagao de linhagens recombinantes. UFRGS,
2006.

tolerancia no campo no estadio vegetativo mostrou herdabilidade de 0,51,
muito préxima a de sobrevivéncia de plantas. Sthapit & Witcombe (1998)
encontraram valores similares de herdabilidade para o carater indice de
germinacgao (0,74 — 0,87). Em geragdes segregantes precoces, a herdabilidade
para a tolerancia ao frio € moderada a alta (Sasaki, 1997; Cruz, 2001). Embora
se tratando da mesma populagdo, a herdabilidade ndo € somente uma
propriedade do carater, mas também da populacdo e das condi¢cdes de
ambiente, maiores variacdes das condicdes reduzem a herdabilidade e maiores
uniformidades das condigbes o aumentam (Falconer, 1987).

Os resultados de herdabilidade em cada um dos estadios de
desenvolvimento sugerem que progressos devem ser obtidos através da
selecdo fenotipica, a qual podera ser mais intensa nas primeiras geragoes
segregantes para tolerancia ao frio na germinacdo e menos intensa nos
estadios vegetativo e reprodutivo.

Considerando a distribuicdo continua do carater redugdo no
comprimento do coledptilo, e que nenhuma linhagem apresentou tolerancia
semelhante ao genitor Quilla 64117, ou seja, n&o recuperou o genitor tolerante,
demonstrou que varios genes estdo envolvidos na tolerancia no estadio de

germinagdo. No entanto, as proporgdes fenotipicas obtidas e analisadas pelo
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TABELA 3.4. Valores de qui-quadrado para os caracteres sobrevivéncia de
plantas (SOBREV) e redugdo na fertilidade de espiguetas
(REDFERT) avaliados sob condi¢cdo de temperatura controlada.

UFRGS, 2006.
TOLERANCIA AO FRIO SOB TEMPERATURA CONTROLADA
Carater Fenotipo Observado Esperado Proporgao XZ P
Sensivel 56 51
SOBREV Tolerante 12 17 3:1 1,961 0,161
Sensivel 50 52,5
REDFERT 3:1 0,476 0,490

Tolerante 20 17,5

v%o0s5(1) = 3,84

teste de qui-quadrado (Tabela 3.4) indicaram que, para os caracteres
sobrevivéncia de plantas e redugédo na fertilidade de espiguetas, dois genes
independentes controlam cada um dos caracteres. A distribuicdo de frequéncia
continua para tolerancia no estadio vegetativo no campo (Figura 3.2) também
demonstrou que varios genes sao responsaveis pelo controle deste carater.

Para o estadio de germinacdo, onde varios genes estariam envolvidos,
estes resultados estdo de acordo com os estudos realizados por Hou et al.
(2004), que detectaram quatro QTLs, e por Miura et al. (2001, 2004) que
identificaram cinco QTLs controlando a capacidade de germinagéo a baixa
temperatura. Entretanto, ndo concordam com o obtido por Fujino (2004), que
identificou um gene maior de grande efeito para germinabilidade a baixa
temperatura em arroz.

No estadio de plantula, em que as propor¢des fenotipicas indicaram que
dois genes independentes estariam no controle do carater, os resultados sao
muito semelhantes aos obtidos por Andaya & Mackill (2003b) que identificaram
um QTL no cromossomo 12 responsavel por 41 % da variagao fenotipica para
tolerancia ao frio no estadio vegetativo, demonstrando que poucos genes
estariam envolvidos no controle do carater.

Em relagdo a tolerancia ao frio no estadio reprodutivo, a maioria dos
trabalhos relatam a existéncia de controle poligénico (Sano, 1997) ou por varios

QTLs (Andaya & Mackill, 2003a). Os resultados do presente estudo estdo de
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acordo com os obtidos por Saito et al. (2001), que concluiram que havia, no
minimo, dois QTLs para tolerancia ao frio no cromossomo 4, denominados Ctb-
1 e Ctb-2.

Considerando os resultados obtidos, a tolerancia ao frio mostrou ser
controlada por poucos genes nos estadios vegetativo e reprodutivo, tornando
manejavel a transferéncia ou o acumulo de genes em um mesmo gendtipo para
cada um dos estadios de desenvolvimento.

A anadlise da associagao entre os caracteres avaliados sob condi¢ao de
temperatura controlada mostrou que houve correlagdo fenotipica e genotipica
significativa entre os caracteres redugdo no comprimento do coledptilo e
reducdo na fertilidade de espiguetas (Tabela 3.5). Isto significa que as
linhagens com menor redugdo no comprimento do coleodptilo também
apresentaram menor porcentagem de redugéo na fertilidade de espiguetas, ou
seja, a tolerancia no estadio de germinagao foi positivamente correlacionada
com a tolerancia no estadio reprodutivo. Entre os demais caracteres nao houve
correlagdo. Essa correlacdo obtida, embora baixa, difere de resultados
anteriores que concluem que o controle genético da tolerancia ao frio deve ser
independente para os estadios estudados e a tolerancia ao frio em uma fase do
ciclo ndo estd necessariamente relacionada com a tolerdncia em outras
(Jennings et al., 1979; Datta et al., 1983). A causa de correlagdo genética &,
principalmente, a pleiotropia, embora ligagbes génicas sejam uma causa de
correlagdo transitoria, especialmente em populagdes originadas de
cruzamentos entre linhagens divergentes (Falconer, 1981).

Realizou-se também a analise de correlagdo fenotipica entre os
caracteres REDCOL, SOBREV, REDFERT e TOLCAMPO (correlagbes de
Pearson, dados n&do mostrados). Houve correlagdo significativa entre REDCOL
e REDFERT e entre SOBREV e TOLCAMPO, entre os demais caracteres nao
houve correlagédo. A correlagao positiva altamente significativa entre REDCOL
e REDFERT (0,3**) confirmou os coeficientes de correlagdo obtidos conforme
Cruz e Regazzi (1997) ja discutidos e apresentados na Tabela 3.5. Entre
SOBREV e TOLCAMPO, o resultado foi uma correlagao negativa altamente
significativa (-0,60*). Esta correlagao negativa deve-se ao fato de que a leitura
de tolerancia a campo é realizada utilizando-se escala em que os menores

valores sao atribuidos aos genoétipos mais tolerantes. Desta maneira, o carater
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TABELA 3.5. Coeficientes de correlagdes fenotipicas, genotipicas e ambientais
entre os caracteres redugdo no comprimento do coledptilo
(REDCOL), sobrevivéncia de plantas (SOBREV) e redug&o na
fertilidade de espiguetas (REDFERT), avaliados na populacéo de
linhagens recombinantes. UFRGS, 2006.

Correlacoes

Caracteres Fenotipicas Genotipicas Ambientais
REDCOL e SOBREV 0,0692"° 0,0617" 0,1229"
REDCOL e REDFERT 0,3247* 0,4103** -0,1136"™
SOBREV e REDFERT 0,1672" 0,2111" 0,0154"

t(0,01:70) = 0,302; t(0,05:70) = 0,232

tolerancia ao frio no estadio vegetativo avaliado sob condi¢cdes controladas e
no campo mostrou resultados semelhantes, em que linhagens com notas
visuais mais baixas apresentaram também maior porcentagem de
sobrevivéncia de plantas. Em trabalho similar, Castillo e Alvarado (2002)
observaram que o0s gendtipos tolerantes, avaliados sob condicédo de
temperatura controlada no estadio de coledptilo desenvolvido, também
sobreviveram sob condi¢des de frio a campo.

Com isso, observa-se que a sobrevivéncia de plantas, avaliada sob
condigdes controladas, € um critério eficiente para identificacdo de gendtipos
de arroz com tolerancia ao frio no estadio vegetativo. Na pratica do
melhoramento, esse resultado pode contribuir muito na atividade de selecao,
pois significa que grande quantidade de genoétipos pode ser avaliada e
selecionada sob temperatura controlada, podendo ser realizado na entressafra,
ganhando-se tempo e espago, o que é fundamental para o trabalho de

melhoramento.

3.4. CONCLUSOES
A populagdo de linhagens recombinantes apresenta alta variabilidade
genética para tolerdncia ao frio com base nos caracteres redugdo no
comprimento do coleoptilo, sobrevivéncia de plantas, redugéo na fertilidade de
espiguetas e tolerdncia no estadio vegetativo no campo. Os valores de
herdabilidade e o controle oligogénico indicam que ha possibilidades de se

obter ganhos para tolerancia ao frio nos estadios estudados.
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No estadio de germinacédo varios genes estdo envolvidos e, nos estadios
vegetativo e reprodutivo, dois genes independentes controlam cada um dos

caracteres.



DISCUSSAO GERAL

A introducgao da tolerancia ao frio em gendétipos melhorados e adaptados
as condi¢cdes de clima temperado ¢ um dos desafios dos programas de
melhoramento de arroz do estado do Rio Grande do Sul. Este desafio € em
razao de que, principalmente nas regides do Litoral Sul e Campanha, onde sao
cultivados anualmente cerca de 33 % da area de arroz do Estado, a ocorréncia
de temperaturas baixas € um dos principais limitantes.

Na etapa de selegdo de genitores potenciais, provenientes
principalmente da subespécie japbdnica, é importante identificar aqueles que
permitam gerar variabilidade capaz de possibilitar a selecdo de gendtipos que
combinem tolerdncia ao frio com caracteristicas agrondmicas desejaveis.
Nesse sentido, a metodologia de avaliagdo empregada neste trabalho permitiu
separar eficientemente os gendtipos tolerantes dos sensiveis nos estadios de
germinagao, vegetativo e reprodutivo. Além disso, o uso de marcadores
moleculares que separem claramente os grupos de genitores, pela similaridade
genética, pode auxiliar no desenvolvimento de cultivares tolerantes ao frio. Do
ponto de vista do melhorista, seria preferivel identificar e usar doadores de
caracteres importantes dentro da mesma subespécie ou grupo de cultivares
(Mackill, 1995).

Como o germoplasma adaptado as condigdes do Rio Grande do Sul é
de origem indica, ha a necessidade de realizar-se o cruzamento entre genitores
de ampla base genética, subespécies indica x japbnica. Esse tipo de
cruzamento produz alta variabilidade para a maioria dos caracteres. Apesar da
esterilidade propria dos cruzamentos intersubespecificos e da probabilidade de
ocorrer quebra de blocos de ligacdo e de combinagbdes génicas favoraveis, é
possivel a recuperagdo de linhagens que mantém as caracteristicas do
gendtipo melhorado, como estatura de planta, tamanho e forma dos graos

(dados ndo mostrados), indice de centro branco e teor de amilose nos graos.
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Embora o coeficiente de similaridade genética entre as subespécies
indica e japbnica tenha sido baixo, observacdes anteriores e também nas
avaliagdes quanto a tolerancia ao frio a campo, neste trabalho, permitem inferir
que a introdugao da tolerancia ao frio em gendtipos da subespécie indica, a
partir de fontes da subespécie japbnica, nos trés estadios de desenvolvimento
€ possivel, principalmente quando envolve genitores adaptados como a cultivar
IRGA 417 e que ja possuem alguma tolerancia. Esta cultivar foi obtida a partir
de um cruzamento triplo, que inclui uma cultivar japdnica no primeiro
cruzamento, o que poderia explicar tanto esse pequeno grau de tolerancia
quanto a fertilidade em cruzamentos com genétipos da subespécie japbnica.

Considerando a alta correlagdo observada entre a tolerancia ao frio no
estadio vegetativo sob condigdo de temperatura controlada e a tolerancia a
campo pode-se afirmar que a sobrevivéncia de plantas avaliada sob condi¢des
controladas € um critério eficiente na identificagdo de gendtipos tolerantes ao
frio no estadio vegetativo. Isto significa que grande quantidade de gendtipos
pode ser avaliada sob condicdo de temperatura controlada, que pode ser
realizada na entressafra, ganhando-se tempo e espaco, o que € fundamental
para a eficiéncia do programa de melhoramento, especialmente no caso da
tolerancia ao frio, em que grande numero de plantas e de linhas segregantes
precisam ser avaliadas.

Da mesma forma, a associacio positiva entre a tolerancia nos estadios
de germinagdo e reprodutivo indica que a selegcdo em um destes estadios
também elevara o nivel de tolerancia ao frio no outro. Neste caso, a escolha
pela avaliacdo na germinacao facilita o processo, pois além de ser realizada no
inicio do ciclo, dispensaria conduzir as plantas até a maturagao para se ter os
resultados, como no caso do estadio reprodutivo. E importante salientar que a
avaliagdo em um estadio ndo tornaria desnecessaria a avaliacido no outro por
dois motivos. O primeiro € que a correlacdo observada entre estes dois
estadios, embora altamente significativa, ndo foi muito alta (0,3**). E o segundo
motivo, diferentemente do que foi observado neste estudo, € a de que a
maioria dos trabalhos mostra que a tolerancia ao frio em um estadio do ciclo
nao esta necessariamente relacionada com a tolerancia em outro.

Especificamente com relacdo a avaliacdo no estadio reprodutivo, a alta

correlagdo genotipica entre os caracteres esterilidade de espiguetas e
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rendimento de graos, indica que a avaliagao para a tolerancia ao frio baseada
na esterilidade de espiguetas parece ser um critério eficiente, pela facilidade de
visualizacdo do carater durante o processo de sele¢cao no campo.

Com base na provavel reducdo de recombinacdo e distorcdo na
segregacao de alelos da populagdo, pela alta esteriidade de algumas
linhagens, alguns cuidados devem ser observados durante o processo de
obtencdo de novas populagcdes de linhas recombinantes. O principal esta
relacionado a protecdo das paniculas para evitar a polinizagdo cruzada.
Também, pelo motivo da alta esterilidade hibrida, o recomendavel seria a
selecdo ou colheita de maior numero de linhagens (entre 200 e 400) para
possibilitar, no final, a extracdo de linhagens com esterilidade até 15%.

Por este estudo, realizado em uma populagao de linhagens provenientes
de um cruzamento entre genitores das subespécies indica e japbnica, com
ampla divergéncia genética, mesmo com um numero pequeno de linhagens,
pode-se inferir que apesar da alta porcentagem de esterilidade, & facil
recuperar linhagens com caracteristicas governadas por poucos genes e de
alta herdabilidade (menor influéncia do ambiente) como estatura de planta,
ciclo, indice de centro branco e teor de amilose. Para estes caracteres, a
selecao poderia ser realizada nas geragdes segregantes iniciais, pois as
mesmas seriam rapidamente fixadas. Para as demais caracteristicas, seria
muito importante que o numero de linhagens fosse maior que o deste estudo
(entre 200 e 400) e que as mesmas apresentassem esterilidade normal em
ambiente favoravel (entre 10 e 15%), para aumentar a possibilidade de
encontrar linhas recombinantes com maior rendimento de graos.

Em resumo, nesta importante questdo para o melhoramento de arroz,
envolvendo o cruzamento entre genitores das subespécies indica x japénica,
as indicacbes sao de que € possivel obter linhagens recombinantes com
caracteristicas desejaveis de tolerancia ao frio da subespécie japbnica e com
caracteristicas de planta e grdo da subespécie indica, que atendam ao
mercado consumidor. Ndo parece ser uma tarefa facil nem de obtencdo em
curto prazo, mas os resultados permitem especular que os objetivos podem ser

alcangados.



CONCLUSOES GERAIS

Na avaliagdo para tolerancia ao frio nos estadios de germinacédo e
vegetativo, o fator que mais contribui para classificagcdo dos gendtipos é a
subespécie a qual cada um pertence. E possivel a identificacdo de provaveis
genitores e a metodologia utilizada permite separar claramente os gendtipos
tolerantes dos sensiveis. Entre os gendtipos estudados, 14 sdo boas fontes de
tolerancia ao frio, tanto no estadio de germinagao quanto no estadio vegetativo.

A analise molecular através de marcadores do tipo microssatélite mostra
que existe variabilidade genética no germoplasma estudado e € possivel a
discriminagdo entre os gendtipos, principalmente quando sdo comparados
genotipos pertencentes as subespécies indica e japoOnica.

A populagdo de linhagens recombinantes apresenta alta variabilidade
genética em todos os caracteres avaliados, o que possibilita selegcdo de
linhagens com caracteristicas requeridas pelo mercado a partir de genitores
divergentes (cruzamento indica x japbnica). Os caracteres estatura de planta,
indice de centro branco e teor de amilose apresentam altos valores de
herdabilidade e parecem estar sob controle de poucos genes, facilitando a
selecdo e a obtengao de progresso genético para estas caracteristicas.

Em relacdo a tolerancia ao frio, com base nos caracteres redugao no
comprimento do coleoptilo, sobrevivéncia de plantas, redugédo na fertilidade de
espiguetas e tolerancia no estadio vegetativo a campo, a populacdo de
linhagens recombinantes apresenta alta variabilidade genética. A genética da
tolerancia ao frio em arroz pode ser devido a poucos ou varios genes,
dependendo do estadio de ocorréncia do frio. No estadio de germinagéo, varios
genes estdo envolvidos e, nos estadios vegetativo e reprodutivo, dois genes

independentes controlam a tolerancia.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALLARD, R.W. Principios do melhoramento genético das plantas. Sao
Paulo: E. Blucher, 1971. 381 p.

ALVARADO, J. R. Influence of air temperature on rice population, lenght of
period from sowing to flowering and spikelet sterility. In: HILL, J. E. et al.
TEMPERATE RICE CONFERENCE, 2., Sacramento, CA, USA, 1999.
Proceedings... Los Bafos: International Rice Research Institute, 2002. p. 63-
68.

AMANQO, E. Quality of grains. In: MATSUOQO, T. et al. (Ed.) Science of the rice
plant: Genetics. Tokyo: Food and Agriculture Policy Research Center, 1997. v.
3, p. 418-422.

ANDAYA, V. C.; MACKILL, D. J. Mapping of QTLs associated with cold
tolerance during the vegetative stage in rice. Journal of Experimental Botany,
Oxford, v. 54, n. 392, p. 2579-2585, 2003b.

ANDAYA, V. C.; MACKILL, D. J. QTLs conferring cold tolerance at the booting
stage of rice using recombinant inbred lines from a japonica x indica cross.
Theoretical and Applied Genetics, Berlin, v. 106, p. 1084-1090, 2003a.

BELO, A. Avaliacdo de recursos genéticos para producio de hibridos de
arroz. Florianépolis : UFSC, 2001. 104 f. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade
de Agronomia, Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis, 2001.

BRIGGS, F. N.; KNOWLES, P. F. Introduction to plant breeding. New York :
Reinhold Publishing Corporation, 1977. 426 p.

BRONDANI, C.; BRONDANI, R. P. V.; RANGEL, P. H. N.; FERREIRA, M. E.
Development and mapping of Oryza glumaepatula-derived microsatellite

markers in the interspecific cross Oryza glumaepatula x O. sativa. Hereditas,
Lund, v. 134, n. 1, p. 59-71, 2001.

BRONDANI, R. P. V.; GRATTAPAGLIA, D. A simple and cost effective method
to synthesize a fluorescent labeled internal DNA standard for fragment sizing in
an automatic sequencer. Biotechniques, Natick, v. 31, p. 802-810, 2001.

CARMONA, P. S.; KEMPF, D.; ROSSO, A. F. de. Linhagens de arroz
resistentes a brusone (Pyricularia oryzae CAV.) para o Estado do Rio Grande
do Sul. In: CONFERENCIA INTERNACIONAL DE ARROZ PARA A AMERICA
LATINA E O CARIBE, 9., 1994, Goiania. Arroz na América Latina:



86

perspectivas para o incremento da produgao e do potencial produtivo. Goiania:
Embrapa-CNPAF-APA, 1996. v. 2, p. 47 (Embrapa-CNPAF. Documentos, 62).

CARMONA, P. S.; LOPES, S. I. G.; ROSSO, A. F. de.; KEMPF, D.; AVOZANI,
O. A.; MORAES, M. G. Melhoramento de arroz irrigado no IRGA - safras
1997/98 e 1998/99. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE ARROZ IRRIGADO;
REUNIAO DA CULTURA DO ARROZ IRRIGADO, 23, Pelotas, 1999. Anais...
Pelotas : Embrapa Clima Temperado, 1999. p. 68 -71.

CARMONA, P. S.; LOPES, S. I. G,; ROSSO, A. F. de; AVOZANI, O. A;
MACIEL, J. L. N.; LOPES, M. C. B.; NEVES, G.; OLIVEIRA, I. C. P. de;
RODRIGUES, P. C. S.; FREITAS, P. R. da S. Melhoramento de arroz irrigado
no IRGA, safras 1999/2000 e 2000/01. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE
ARROZ IRRIGADO, 2; REUNIAO DA CULTURA DO ARROZ IRRIGADO, 24,
Porto Alegre, 2001. Anais... Porto Alegre : IRGA, 2001. p. 79-81.

CASTILLO, D.; ALVARADO, J. R. Caracterizacién de germoplasma de arroz
para tolerancia a frio en la etapa de germinacion. Agricultura Técnica (Chile),
Chillan, v. 62, n. 4, p. 596-605, 2002.

CHANDRARATNA, M. F. Genetics and breeding of rice. London : Longmans,
1964. 389 p.

CHANG, T. T. Rice. In: SIMMONDS, N. W. (Ed) Evolution of crop plants.
New York: Longman, 1996. p. 147-155.

CIAT. Evaluacion de la culinaria y molinera del arroz. Cali: Centro
Internacional de Agricultura Tropical, 1989. 73 p.

CIAT. Sistema de evaluacion estandar para arroz. Cali: Centro Internacional
de Agricultura Tropical, 1983, 61p.

CIAT. Registro de cruzamientos de arroz : P1 a P 5617 y CT5618 a
CT13800. Cali : Centro Internacional de Agricultura Tropical, 1995. 313 p.

COUNCE, P. A.; KEISLING, T. C.; MITCHELL, A. J. A uniform, objective, and
adaptive system for expressing rice development. Crop Science, Madison, v.
40, n. 2, p. 436-443, 2000.

CRUZ, C. D.; REGAZZI, A. J. Modelos biométricos aplicados ao
melhoramento genético. Vigosa: UFV, 1997. 390 p.

CRUZ, C. D. Programa GENES - versdo windows 2006.4.1 Vigosa, 2006. 1
CD.

CRUZ, R. P. da. Toleréancia ao frio em arroz irrigado: metodologias de
avaliagao e bases genéticas. 2001. 158 f. Tese (Doutorado) — Programa de
Po6s-Graduagao em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2001.

CRUZ, R. P. da. O frio e a cultura do arroz. Lavoura Arrozeira, Porto Alegre, v.
54, n. 440, p. 40-43, 2006.



87

DATTA, D.; SIDDIQ, E. A. Genetic analysis of cold tolerance at seedling phase
in rice. Indian Journal of Genetics and Plant Breeding, New Delhi, v. 43, p.
345-349, 1983.

EMBRAPA Clima Temperado. Cultivar de Arroz Irrigado BRS 130 — Bojuru.
1997. np. Folder da cultivar.

EPAGRI. Arroz Irrigado: recomendagdes técnicas da pesquisa para o Sul do
Brasil. Itajai: EPAGRI; Pelotas : EMBRAPA-CPACT; Porto Alegre : IRGA,
2003. 126 p.

FALCONER, D. S. Introdugao a genética quantitativa. Vicosa, MG: Imprensa
Universitaria, 1987. 279 p.

FARREL, T. C.; REBETZKE,G. J.; WILLIAMS, R. L.; FUKAI, S. Genetic control
of cold tolerance derived from eastern European rice cultivars, HSC55 and
PLOVDIV 22. In: RICE COLD TOLERANCE CONFERENCE. Canberra, 2005.
p. 01-19.

FEDERIZZI, L. C. Estrutura de um Programa de Melhoramento de Plantas e
Possiveis Aplicacbes de Marcadores Moleculares: Visdo do Melhorista. In:
MILACH, S. C. K. Marcadores moleculares em plantas. Porto Alegre, 1998.
p. 03-15.

FERREIRA, M. E.; GRATTAPAGLIA, D. Introdugao ao uso de marcadores
moleculares em analise genética. 3 ed. Brasilia: EMBRAPA-CENARGEN,
1998. 220 p. (EMBRAPA-CENARGEN. Documento, 20).

FERREIRA, M. E. Molecular analysis of genebanks for sustainable
conservation and increased use of crop genetic resources. In: ELETRONIC
FORUM ON BIOTECHNOLOGY IN FOOD AND AGRICULTURE;
INTERNATIONAL WORKSHOP HELD PRIOR TO CONFERENCE, 13., 2005,
Turin, Italy. Proceedings... Turin: Food and Agriculture Organization Of The
United Nations, 2005. p. 77-82.

FUJINO, K. A major gene for low temperature germinability in rice (Oryza sativa
L.) Euphytica, Dordrecht, v. 136, p. 63-68, 2004.

FUJINO, K.; SEKIGUCHI, H.; SATO, T.; KIUCHI, H.; NONOUE, Y.; TAKEUCHI,
Y.; ANDO, T.; LIN, S. Y. Mapping of quantitative trait loci controlling low-
temperature germinability in rice (Oryza sativa L.). Theoretical and Applied
Genetics, Berlin, v. 108, p. 794-799, 2004.

GALLI, J.; SILVEIRA, E. P.; GONCALO, J. F. P.; GASTAL, F. L. C. IAS 12-9:
Formosa — Opgao de grédo curto para a lavoura gaucha. Lavoura Arrozeira,
Porto Alegre, v. 269, p. 14-15, 1972.

GLASZMANN, J. C.; ARRAUDEAU, M. Rice plant type variation: “Japonica” —
“Javanica” relationships. Rice Genetics Newsletter, Los Banos, v. 3, p. 41-43,
1986.



88

GLASZMANN, J. C. Isozymes and classification of Asian rice varieties.
Theoretical and Applied Genetics, Heidelberg, v. 74, n. 1, p. 21-30, 1987.

GROTH, D. E.; RUSH, M. C.; HOLLIER, C. A. Rice diseases and disorders in
Louisiana. Baton Rouge: Louisiana Agricultural Experiment Station, 1991. 37

p.

GUIMARAES, E. P. Qualidade de grdo em arroz. In: REUNIAO TECNICA DO
ARROZ IRRIGADO DA REGIAO SUL, 7., Campinas, 1989. 13 p.

HAZEL, L. N. The genetic basis for constructing selection indexes. Genetics,
Baltimore, v. 28, p. 476-490, 1943.

HEENAN, D. Low-temperature induced floret sterility in the rice cultivars
Calrose and Inga as influenced by nitrogen supply. Australian Journal of
Experimental Agruculture and Animal Husbanry, East Melbourne, v. 24, n.
125, p. 255-259, 1984.

HOU, M. Y.; JIANG, L.; WANG, C. M.; WAN, J. M. Detection and analysis of
QTLs for low temperature germinability in rice (Oryza sativa L.). Rice Genetics
Newsletter, Los Banos, v. 20, p. 01-03, 2004.

IRGA. Arroz irrigado no RS: area, producao e rendimento. 2006a. Disponivel
em <http:/www.irga.rs.gov.br>. Acesso em: 04 out. 2006.

IRGA. Censo da lavoura de arroz irrigado do Rio Grande do Sul - safra
2004/5. Porto Alegre: IRGA — Politica Setorial, 2006b. 122p.

JENNINGS, P. R.; COFFMAN, W. R.; KAUFFMAN, K. E. Rice improvement.
Los Bafos: Internatinal Rice Research Institute, 1979. 186 p.

KAMIJIMA, O. White core and white belly. In: MATSUO, T. et al. (Ed.) Science
of the Rice Plant: Genetics. Tokyo: Food and Agriculture Policy Research
Center, 1997. v. 3, p. 463-469.

KIKUCHI, F.; FUTSUHARA, Y. Inheritance of semidwarf. In: MATSUO, T. et al.
(Ed.) Science of the Rice Plant: Genetics. Tokyo: Food and Agriculture Policy
Research Center, 1997. v. 3, p. 309-317.

KWAK, T. S.; VERGARA, B. S.; NANDA, J. S.; COFFMAN, W. R. Inheritance of
seedling cold tolerance in rice. Sabrao Journal, Misima, v. 16, n. 2, p. 83-86,
1984.

KUMAR, |.; KHUSH, G. S. Genetic analysis of different amylose levels in rice.
Crop Science, Madison, v. 27, p. 1167-1172, 1987.

LACY, J.; CLAMPETT, W.; LEWIN, L.; REINKE, R.; BATTEN, G.; WILLIAMS,
R.; BEALE, P.; MCCAFFERY, D.; LATTIMORE, M. A.; SCHIPP, A;
SALVESTRO, R.; NAGY, J. Ricecheck Recommendations. Yanco: New
South Wales Agriculture and the Rural Industries Research & Development,
2000. 20 p.



89

LANDERS, P. S.; GBUR, E. E.; SHARP, R. N. Comparison of two models to
predict amylose concentration in rice flours as determined by

spectrophotometric assay. American Association of Cereal Chemists, St.
Paul, v. 68, n. 5, p. 545-548, 1991.

LI, Z.; WAN, J.; XIA, J.; YANO, M. Mapping of quantitative trait loci controlling
physico-chemical properties of rice grains (Oryza sativa L.) Breeding Science,
Tokyo, v. 53, p. 209-215, 2003.

LOPES, M. C. B. Caracterizagao fenotipica e molecular de genétipos de
arroz irrigado. 2002. 80 f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pés-
Graduagao em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2002a.

LOPES, S. |I. G. Avaliagao dos parametros genéticos da populagido de
arroz irrigado CNA 11 e da divergéncia genética entre os genitores. 2002.
101 f. Tese (Doutorado) — Programa de Pés-Graduagdo em Fitotecnia,
Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, 2002b.

MACKILL, D. J. Classifying japonica rice cultivars with RAPD markers. Crop
Science, Madison, v. 35, n. 3, p. 889-894, 1995.

MACKILL, D. J.; LEI, X. Genetic variation for traits to temperate adaptation of
rice cultivars. Crop Science, Madison, v. 37, n. 4, p. 1340-1346, 1997.

MACKILL, D. J.; NI, J. Molecular mapping and marker-assisted selection for
major-gene traits in rice. In: INTERNATIONAL RICE GENETICS SYMPOSIUM,
4., 2001, Los Baros. Proceedings... Los Bafios: International Rice Research
Institute, 2001. p. 137-151.

MAHISHI, D.M.; MAHADEVAPPA, M.; REDDY, P.G. Inheritance of panicle
exsertion in Oryza sativa under low temperature. In: INTERNATIONAL RICE
GENETICS SYMPOSIUM, 2., 1991. Los Banos. Proceedings... Los Bafios:
International Rice Research Institute, 1991. p. 175-177.

MCKENZIE, K. S.; RUTGER, J. N. Genetic analysis of amylose content, alkali
spreading score, and grain dimensions in rice. Crop Science, Madison, v. 23,
p. 306-313, 1983.

MEJIA, O. I. M. Ildentificacion de metodologias para la evaluacion de
tolerancia a temperaturas bajas en arroz (Oryza sativa L.). Palmira:
Universidad Nacional de Colombia, 1988. 123 f. Monografia (Graduagao) —
Facultad de Ciéncias Agropecuarias de Palmira, Universidad Nacional de
Colombia, Palmira, 1988.

MIURA, K.; SHAO, Y. L.; YANO, M.; NAGAMINE, T. Mapping quantitative trait
loci controlling low temperature germinability in rice (Oryza sativa L.). Breeding
Science, Tokyo, v. 51, p. 293-299.



90

MIURA, K.; LIN, S. Y.; ARAKI, H.; NAGAMINE, T.; KUROKI, M.; SHIMIZU, H.;
ANDO, I.; YANO, M. General studies on germination of seed and seedling
establishment for breeding of improved rice varieties suitable for direct seeding
culture. Journal of Agricultural Research Quaterly, Tsukuba, v. 38, n.1, p. 1-
5, 2004.

MORISHIMA, H. Evolution and domestication of rice. In: INTERNATIONAL
RICE GENETICS SYMPOSIUM, 4., 2001, Los Banos. Proceedings... Los
Bafos: International Rice Research Institute, 2001. p. 63-77.

NAGAMINE, T.; NAKAGAHRA, M. Genetic control of chilling injury in rice
seedlings detected by low-temperature treatment. In: INTERNATIONAL RICE
GENETICS SYMPOSIUM, 2., 1991, Los Bafos. Proceedings... Los Bafios:
International Rice Research Institute, 1991. p.737-739.

NI, J.; COLOWIT, P. M.; MACKILL, D. J. Evaluation of genetic diversity in rice
subspecies using microsatellite markers. Crop Science, Madison, v. 42, n. 2, p.
601-607, 2002.

NISHIYAMA, |. Types of damage due to cool weather and the relevant
research. In: MATSUO, T. et al. (ed.) Science of the Rice Plant: Physiology.
Tokyo: Food and Agriculture Policy Research Center, 1995. v. 2, p. 769-776.

OKA, H. I.; MORISHIMA, H. Wild and cultivated rice. In: MATSUO, T. et al.
(Ed.) Science of the Rice Plant: Genetics. Tokyo: Food and Agriculture Policy
Research Center, 1997. v. 3, p. 88-111.

OLIVER, S. N. Identification and characterization of genes affected by cold
treatment of rice anthers. Canberra : CSU, 2004. 277 f. Tese (Doutorado) —
Charles Sturt University, Canberra, 2004.

OU, S. H. Rice diseases. 2 ed. Kew, Surrey, England : Commonwealth
Mycological Institute, 1985.

PEDROSO, B. A. Arroz irrigado: obtengdo e manejo de cultivares. 3 ed. Porto
Alegre: Sagra, 1989. 179 p.

PESSOA FILHO, M. A. C. de P. Analise genética de variedades tradicionais
do banco de germoplasma de arroz (Oryza sativa L.) com marcadores
microssatélites. Brasilia : UnB, 2004. 107 f. Dissertacdo (Mestrado) —
Universidade de Brasilia, Brasilia, 2004.

RANGEL, P. H. N.; ZIMMERMANN, F. J. P.; NEVES, P. C. F. Estimativas de
parametros genéticos e resposta a selegdo nas populagdes de arroz irrigado
CNA-IRAT 4PR e CNA-IRAT 4 ME. Pesquisa Agropecuaria Brasileira,
Brasilia, v. 33, n. 6, p. 905-912, 1998.

RANGEL, P. H. N.; ZIMMERMANN, F. J. P.; FAGUNDES, P. R. R.
Mejoramiento poblacional del arroz de riego en Brasil. In: GUIMARAES, E. P.
(Ed.) Avances en el mejoramiento poblacional en arroz. Santo Antonio de
Goias: Embrapa Arroz e Feijao, 2000. p. 65-85.



91

ROHLF, F. J. NTSYS - PC: numerical taxonomy and multivariate analysis
system. Verséo 2.10 m. New York: Exeter Software, 2000. 1 CD.

RUTGER, J. N.; MACKILL, D. J. Application of mendelian genetics in rice
breeding. In: INTERNATIONAL RICE GENETICS SYMPOSIUM, 4., 2001, Los
Bafos. Proceedings... Los Bafios: International Rice Research Institute, 2001.
p. 27-38.

SAITO, K.; MIURA, K.; NAGANO, K.; HAYANO-SAITO, Y.; ARAKI, H.; KATO,
A. Identification of two closely linked quantitative trait loci for cold tolerance on
chromosome 4 of rice and their association with anther length. Theoretical and
Applied Genetics, Heidelberg, v. 103, p. 862-868, 2001.

SAITO, K.; HAYANO-SAITO, Y.; MARUYAMA-FUNATSUKI, W.; SATO, Y.
KATO, A. Physical mapping and putative candidate gene identification of a
quantitative trait locus Ctbl for cold tolerance at the booting stage of rice.
Theoretical and Applied Genetics, Berlin, v. 109, p. 515-522, 2004.

SANO, Y. Inheritance of sterility. In: MATSUO, T. et al. (Ed.) Science of the
Rice Plant: Genetics. Tokyo: Food and Agriculture Policy Research Center,
1997. v. 3, p. 367-376.

SAS Institute. System for Information. Versao 8.0. Cary, 2000. 3 CD

SASAKI, T. Cold tolerance. In: MATSUO, T. et al. (Ed.) Science of the Rice
Plant: Genetics. Tokyo: Food and Agriculture Policy Research Center, 1997. v.
3, p- 534-550.

SMITH, H. F. A discriminant function for plant selection. Annals of Eugenics,
Cambridge, v. 7, p. 240-250, 1936.

STEINMETZ, S.; ASSIS, F. N. de; BURIOL, G. A.; ESTEFANEL, V.; AMARAL,
A. G.; FERREIRA, J. S. A. Regionalizagao das probabilidades de ocorréncia de
temperaturas minimas do ar prejudiciais ao arroz irrigado no Rio Grande do
Sul. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE ARROZ IRRIGADO; REUNIAO DA
CULTURA DO ARROZ IRRIGADO, 23., Pelotas, 1999. Anais... Pelotas :
Embrapa Clima Temperado, 1999. p.177-181.

STHAPIT, B. R.; WITCOMBE, J. R. Inheritance of tolerance to chilling stress in
rice during germination and plumule greening. Crop Science, Madison, v. 38,
p. 660-665, 1998.

TAKAHASHI, N. Differentiation of ecotypes in Oryza sativa L. In: TSUNODA, S.:
TAKAHASHI, N. (Eds.) Biology of rice. Tokyo: Japan Scientific Societies
Press, 1984. p. 31-67.

TAKAHASHI, N. Inheritance of seed germination and dormancy. In: MATSUO,
T. et al. (Ed.) Science of the Rice Plant: Genetics. Tokyo: Food and
Agriculture Policy Research Center, 1997. v. 3, p. 348-359.



92

TERRES, A. L.; GALLI, J.; GASTAL, F. L. Cultivares. In: EMBRAPA. Centro de
Pesquisa Agropecuaria de Terras Baixas de Clima Temperado, Capao do Leéao,
RS. Fundamentos para a cultura do arroz irrigado. Campinas: Fundacéao
Cargill, 1985a. p. 57-82.

TERRES, A. L.; GALLI, J. Efeitos do frio em cultivares de arroz irrigado no Rio
Grande do Sul — 1984. In: EMBRAPA. Centro de Pesquisa Agropecuaria de
Terras Baixas de Clima Temperado, Capao do Ledo, RS. Fundamentos para a
cultura do arroz irrigado. Campinas: Fundagao Cargill, 1985b. p. 83-94.

VENCOVSKY, R. Heranca quantitativa. In. MELHORAMENTO e produc¢ao de
milho. Campinas : Fundacg&o Cargil, 1987. v. 1, p. 135-214.

WATANABE, Y. Genomic constitution of genus Oryza. In: MATSUO, T. et al.
(Ed.) Science of the Rice Plant: Genetics. Tokyo: Food and Agriculture Policy
Research Center, 1997. v. 3, p. 29-39.

WILLIAMS, R. L.; ANGUS, J. F. Deep floodwater protects high-nitrogen rice
crops from low-temperature damage. Australian Journal of Experimental
Agriculture, East Melbourne, v. 34, n. 7, p. 927-932, 1994.

YOSHIDA, S. Fundamentals of rice crop science. Los Bafios: International
Rice Research Institute, 1981. cap. 2, p. 65-110.

ZHANG, Z. H.; QU, X. S.; WAN, S.; CHEN, L. H.; ZHU, Y. G. Comparison of
QTL controlling seedling vigor under different temperature conditions using
recombinant inbred lines in rice (Oryza sativa L.). Annals of Botany, London,
v. 95, p. 423-429, 2005.



APENDICES



94

Apéndice 1. Médias das 71 linhagens recombinantes (LR) para os caracteres rendimento de grdos (REND), ciclo até a floragdo (FLR80), estatura de planta (ESTAT), esterilidade de espiguetas
(STESP), nimero de grédos por panicula (GRPAN), indice de centro branco nos grdos (CBGR) e teor de amilose nos graos (AMYGR), referentes aos experimentos realizados em
Cachoeirinha e Santa Vitéria do Palmar na safra 2004/05 (Ambiente 1), UFRGS, 2006. Continua ...

LR CACHOEIRINHA - 2004/05 SANTA VITORIA DO PALMAR 2004/05 MEDIAS - AMBIENTE 1

REND FLR80 ESTAT STESP GRPAN CB AMY REND FLR80 ESTAT STESP GRPAN CB AMY REND FLR80 ESTAT STESP GRPAN CBGR AMYGR

1 4733 68 71 19,2 97 0,1 20 7022 72 57 17,2 102 0,2 22 5877 70 63,7 182 99,3 0,1 21
2 7025 67 84 247 121 0,0 18 4514 71 69 38,5 112 0,1 20 5769 69 76,6 31,6 116,9 0,1 19
3 3677 72 73 26,0 97 02 13 1684 84 65 51,5 57 0,3 17 2680 78 69,3 387 76,6 0,3 15
4 5350 74 82 18,1 91 0,2 27 4870 85 76 21,0 79 01 29 5110 80 789 195 84,9 0,2 28
5 5306 84 121 40,2 104 02 27 2710 88 102 71,0 79 0,1 28 4008 86 1114 556 91,4 0,1 28
6 5928 72 121 28,8 204 02 27 3523 78 109 61,6 135 0,3 29 4725 75 1151 452 169,0 0,2 28
7 9110 76 77 29,8 103 1,0 18 6295 88 62 35,0 84 04 23 7703 82 69,2 324 93,5 0,7 21
8 6033 75 74 14,0 112 04 16 5213 86 71 21,9 113 0,1 18 5623 81 72,1 17,9 112,7 0,3 17
9 6959 91 95 7,6 107 0,2 20 4440 86 70 22,2 71 0,1 23 5699 89 826 149 89,1 0,1 22
10 5737 99 136 28,5 189 04 15 2689 103 108 0,1 18 4213 101 122,0 28,5 189,2 0,3 17
11 5192 79 100 36,4 143 09 17 4173 90 81 45,2 121 0,9 21 4683 85 90,6 40,8 132,3 0,9 19
12 1837 67 67 241 80 0,0 18 3330 71 57 42,1 93 0,1 20 2583 69 62,3 331 86,7 0,1 19
13 4481 80 76 42,8 143 1,3 22 2452 90 71 44,5 153 04 20 3467 85 734 437 148,0 0,8 21
14 7518 68 84 24,0 102 30 19 5339 72 72 49,9 88 1,7 19 6429 70 78,1 36,9 94,7 24 19
15 4273 69 86 21,9 97 00 17 79 63 25,7 90 4273 74 74,7 238 93,5 0,0 17
16 5073 68 108 34,3 108 03 21 2821 70 101 47,8 93 0,0 21 3947 69 104,3 41,1 100,1 0,1 21
17 5707 79 91 30,5 167 0,3 22 4696 86 78 38,9 127 06 23 5201 83 84,1 347 146,9 0,5 23
18 7170 81 87 30,7 184 0,3 27 6038 85 75 39,8 138 0,3 28 6604 83 812 353 160,9 0,3 28
19 5704 76 85 25,4 165 0,3 20 4832 82 74 31,2 99 01 21 5268 79 794 283 132,0 0,2 21
20 4754 87 91 23,9 122 0,2 20 3356 91 81 49,9 92 0,2 21 4055 89 856 36,9 106,9 0,2 21
21 4967 88 90 30,0 117 02 19 3377 92 79 46,6 102 05 20 4172 90 84,3 383 109,1 04 20
22 5069 74 112 314 158 08 27 84 108 40,5 77 5069 79 109,7 359 117,6 0,8 27
23 2744 79 113 42,7 76 02 23 389 74 97 84,3 106 1,3 22 1566 77 104,8 63,5 91,0 0,7 23
24 5966 88 82 21,9 96 02 25 2619 97 63 35,0 71 0,5 24 4293 93 72,7 284 83,3 0,3 25
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CACHOEIRINHA - 2004/05

SANTA VITORIA DO PALMAR 2004/05

MEDIAS - AMBIENTE 1

2 REND FLR80 ESTAT STESP GRPAN CB AMY REND FLR80 ESTAT STESP GRPAN CB AMY REND FLR80 ESTAT STESP GRPAN  CBGR AMYGR
25 3136 76 81 54,9 89 00 27 3299 86 67 53,4 92 01 27 3218 8 739 542 906 0,1 27
26 10405 78 76 270 137 12 21 5623 82 64 47,8 110 03 23 8014 80 698 374 1236 08 22
27 8381 76 84 169 113 09 26 4665 86 73 25,6 100 03 28 6523 81 782 213 1065 06 27
28 9108 80 104 173 144 03 26 7061 87 95 29,7 120 02 28 8084 84 992 235 1319 03 27
29 4665 71 82 356 100 06 15 3728 78 71 60,6 111 0,8 20 4197 75 765 481 1055 07 18
30 5569 85 32,1 103 0,7 27 2372 100 78 08 27 3970 100 815 321 1027 08 27
31 7568 80 131 273 132 03 20 3518 86 104 473 113 03 21 5543 83 1172 373 1228 03 21
32 5468 79 90 333 127 03 20 4624 83 73 53,2 114 08 23 5046 81 815 433 1207 05 22
33 7485 81 9 220 154 02 17 6372 87 77 40,1 125 02 21 6929 84 836 311 1397 0.2 19
34 6270 75 89 224 101 01 18 4839 83 75 37,1 95 02 20 5555 79 821 297 982 0,1 19
35 10189 71 92 9,3 139 14 24 8145 78 79 26,5 135 13 30 9167 75 857 179 1368 1,4 27
36 5554 76 88 185 116 01 18 5371 80 81 35,9 108 01 20 5463 78 844 272 1116 0.1 19
37 4634 58 82 249 103 00 15 2148 64 69 61,9 102 06 16 3391 61 753 434 1027 03 16
38 9326 73 95 232 152 02 27 5574 80 80 30,0 113 041 30 7450 77 878 266 1323 01 29
39 6232 72 88 282 86 02 19 5029 79 77 48,0 86 03 22 5631 76 824 381 858 03 21
40 6891 73 85 35,8 78 01 21 6085 86 81 53,0 130 04 29 6488 80 833 444 1043 03 25
41 7836 77 83 182 101 01 26 4187 85 66 50,8 77 02 25 6012 81 749 345 890 0.2 26
42 9124 82 92 11,8 150 06 18 6747 93 80 40,6 123 05 21 7936 88 862 262 1363 06 20
43 4384 79 115 159 80 04 16 2568 82 97 25,8 52 03 16 3476 81 1057 208 66,1 04 16
44 3193 79 83 197 100 03 24 3831 80 81 375 105 02 24 3512 80 820 286 1028 02 24
45 5142 76 73 35,5 68 02 17 6493 91 69 17,4 94 02 19 5818 84 713 264 812 0.2 18
46 5430 67 73 65 02 20 5743 81 65 18,9 89 02 22 558 74 687 189 772 0.2 21
47 7300 80 86 10,1 134 07 25 7417 84 75 19,6 122 08 27 7358 82 803 148 1282 08 26
48 3852 75 84 30,7 75 20 28 6378 84 73 31,1 77 40 30 5115 80 788 309 762 3,0 29
49 6856 80 81 35,1 142 06 26 5102 95 66 42,8 163 05 28 5979 88 731 389 1526 05 27
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Apéndice 1. Médias das 71 linhagens recombinantes ... Continuagéo
LR CACHOEIRINHA -2004/05 SANTA VITORIA DO PALMAR 2004/05 MEDIAS - AMBIENTE 1
REND FLR80 ESTAT STESP GRPAN CB AMY REND FLR80 ESTAT STESP GRPAN CB AMY REND FLR80 ESTAT STESP GRPAN CBGR AMYGR

50 2944 73 79 12,5 75 04 27 4057 80 67 21,8 83 0,5 28 3500 77 732 17,2 79,2 04 28
51 2473 72 130 22,6 86 09 27 4142 84 105 24,7 68 05 28 337 78 1176 23,6 76,7 0,7 28
52 3161 69 80 28,7 109 0,5 17 1809 76 70 61,5 79 06 20 2485 73 748 451 94,0 0,6 19
53 4467 75 124 40,0 99 30 22 80 90 48,7 82 4467 78 107,0 444 90,5 3,0 22
54 3505 72 82 29,8 92 06 22 4094 78 71 33,1 119 06 23 3800 75 76,6 315 105,4 0,6 23
55 7130 76 94 23,1 160 0,7 16 4765 87 78 40,1 105 08 19 5948 82 856 31,6 132,8 0,8 18
56 7874 77 125 30,0 116 04 26 5572 91 106 31,3 100 08 28 6723 84 1158 30,6 108,0 0,6 27
57 7202 89 92 22,5 125 0,3 17 4890 95 78 35,3 103 2,0 20 6046 92 84,8 289 113,9 1,2 19
58 7340 75 122 31,3 137 0,8 26 5258 83 115 46,1 150 00 28 6299 79 1181 38,7 143,3 04 27
59 6293 78 116 26,8 94 2,8 26 4378 85 106 38,1 65 1,7 28 5335 82 1106 324 79,4 2,2 27
60 3906 84 69 25,3 38 0,3 26 1908 78 51 42,3 39 06 26 2907 81 60,3 338 38,4 04 26
61 7214 75 94 12,0 121 0,8 17 6721 80 75 25,2 96 0,3 19 6968 78 842 186 108,7 0,6 18
62 7108 86 95 26,5 113 01 22 4114 93 76 34,5 121 02 23 5611 90 856 30,5 117,4 0,2 23
63 6460 72 79 53,9 72 0,1 26 5457 78 68 52,5 89 06 28 5959 75 73,5 532 80,7 04 27
64 4207 98 114 42,9 145 02 25 1196 103 100 60,6 143 05 26 2702 101 106,7 51,7 143,8 04 26
65 7054 88 98 31,3 158 0,0 18 4712 95 83 55,3 165 0,1 21 5883 92 90,2 433 161,1 0,1 20
66 8376 87 97 35,8 154 0,1 18 4102 95 81 55,6 137 0,2 20 6239 91 89,4 457 145,7 0,2 19
67 8350 71 82 22,2 121 0,6 20 4903 78 65 40,9 111 02 21 6626 75 73,7 315 116,2 04 21
68 7856 73 86 24,0 105 1,2 21 7293 81 68 29,4 92 12 22 7575 77 771 26,7 98,4 1,2 22
69 3985 75 129 32,5 110 1,0 22 5651 79 113 59,7 71 0,9 25 4818 77 1214 46,1 90,5 1,0 24
70 6775 69 120 30,4 84 05 28 4514 77 112 31,7 56 09 29 5644 73 116,2 31,0 69,6 0,7 29
71 6823 82 112 12,5 125 0,1 21 4898 88 96 27,9 80 0,1 23 5860 85 104,1 20,2 102,6 0,1 22

Média 5983 77 93 27 116 0,51 21,5 4526 84,1 80,0 40,5 101,3 0,5 234 5270 80,6 86,7 33,6 108,6 0,53 22,4
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Apéndice 2. Médias das 71 linhagens recombinantes (LR) dos caracteres rendimento de graos (REND), ciclo até a floragédo

(FLR80), estatura de planta (ESTAT), esterilidade de espiguetas (STESP), nimero de grdos por panicula
(GRPAN), indice de centro branco nos grdos (CBGR) , referentes aos experimentos realizados em Cachoeirinha
(A2) na safra 2005/06 e Santa Vitéria do Palmar (A3) na safra 2005/06, e dos experimentos realizados sob
condicdes de temperatura controlada dos caracteres redugdo no comprimento do coleodptilo (REDCOL),

sobrevivéncia de plantas (SOBREV) e redugédo na fertilidade de espiguetas, UFRGS, 2006. Continua ...
CACHOEIRINHA - 2005/06 - A2 SANTA VITORIA - 2005/06 - A3 COND. CONTROLADAS

LR Rend FLR80 ESTAT CB REND FLR80 ESTAT STESP GRPAN CB RedCol Sobrev RedFert
1 4671 61 70 0,2 3510 86 63 27,5 86 0,1 . . 75,0
2 6129 66 86 0,1 3822 84 73 52,3 113 0,1 441 0,0 71,1
3 4857 66 79 0,2 2313 89 69 371 90 0,2 56,7 0,0 87,0
4 4072 75 87 0,2 5762 94 77 247 81 0,1 48,9 0,0 75,8
5 2401 83 116 0,1 2476 96 102 56,6 96 0,4 . 0,0 35,6
6 4036 70 123 0,1 3872 89 108 51,2 153 0,3 38,1 10,0 68,5
7 5948 75 75 0,6 6470 97 64 37,9 111 1,1 54,3 0,0 90,9
8 4822 72 83 0,2 4961 91 68 26,8 114 0,2 48,5 30,0 84,8
9 4478 86 89 0,1 5208 90 74 30,2 82 0,0 71,0 60,0 73,6
10 6325 90 127 0,0 2610 . 115 64,5 130 0,0 47,4 50,0

11 6624 90 111 0,5 4406 98 88 49,2 125 0,7 37,3 20,0 61,4
12 3574 60 66 0,0 2082 85 51 40,3 62 0,1 35,0 0,0 82,7
13 3736 77 76 0,3 3856 97 67 42,0 153 0,5 52,4 32,5 64,6
14 4946 64 88 1,1 6185 86 69 40,8 74 1,2 51,4 0,0 86,4
15 2846 63 97 0,1 1966 78 76 41,9 67 . 40,1 0,0 40,8
16 4008 59 125 0,2 1525 80 99 58,5 74 0,2 41,7 20,0 71,9
17 3830 77 95 0,2 5430 96 80 34,3 150 0,5 49,1 70,0 91,0
18 5741 77 91 0,1 5126 . 83 39,3 129 0,2 60,8 0,0 76,7
19 3637 74 91 0,2 5477 96 75 41,8 104 0,2 47,0  100,0 79,4
20 3588 86 93 0,1 4537 97 81 45,3 113 0,1 . 40,0 56,3
21 4532 89 91 0,1 2986 98 79 42,9 115 0,2 . 70,0 52,9
22 4364 71 122 0,4 4191 97 100 35,9 140 1,1 34,9 0,0 88,9
23 2606 80 118 0,2 780 85 90 58,2 90 0,8 44,5 70,0 87,2
24 4838 88 85 0,2 4456 . 75 46,2 96 0,6 36,6 10,0 89,2
25 2762 79 88 0,1 2902 97 78 55,5 102 0,1 . 47,5 98,6
26 9056 78 83 0,4 6418 87 70 39,7 91 0,4 . . 83,2
27 6545 74 85 0,3 3949 97 77 43,6 103 0,2 48,0 0,0 55,9
28 5770 77 106 0,2 4694 98 90 51,3 108 0,1 59,7 10,0 92,8
29 2341 72 83 0,3 5622 95 72 35,7 93 0,3 41,0 40,0 79,1
30 4488 87 96 0,5 5520 . 77 37,1 116 0,5 . 30,0 81,2
31 2897 76 127 0,2 2727 97 106 55,7 110 0,1 43,1 0,0 43,3
32 4700 74 91 0,4 4934 98 83 46,9 126 0,5 40,6 0,0 73,5
33 5765 79 91 0,1 6114 97 80 38,8 127 0,1 45,0 0,0 68,8
34 2525 74 89 0,2 5408 92 79 24,8 78 0,1 38,4 0,0 71,9
35 5533 70 97 0,5 7840 88 80 23,6 138 0,7 44,0 0,0 75,0
36 3832 76 104 0,0 5600 98 86 42,2 121 0,1 52,9 20,0 60,6
37 4437 58 89 0,2 1779 77 62 47,4 62 0,3 . . 73,0
38 5936 74 99 0,1 6526 89 82 41,2 109 0,1 43,8 77,5 71,2
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Continuagao

CACHOEIRINHA - 2005/06 - A2

SANTA VITORIA - 2005/06 - A3

COND. CONTROLADAS

LER Rend FLR80 ESTAT CB REND FLR80 ESTAT STESP GRPAN CB RedCol Sobrev RedFert
39 4942 72 93 0,2 4574 85 78 43,4 96 0,2 40,9 40,0 56,6
40 4208 68 96 0,2 4409 87 75 42,3 83 0,2 31,6 30,0 77,6
LY 4270 79 83 0,2 5555 92 70 46,9 82 0,2 35,3 0,0 52,4
42 5863 80 89 0,2 5732 81 31,4 103 0,2 59,8 0,0 78,5
43 5530 73 122 0,3 4063 96 103 28,6 79 0,3 44,2 75,0 85,3
44 5663 73 96 0,3 5487 90 75 30,2 89 0,3 48,5 0,0 88,3
45 5899 75 83 0,2 6134 93 67 33,5 96 0,3 50,0 10,0 53,7
46 5333 64 88 0,2 5051 89 80 30,3 95 0,2 44,4 0,0 97,8
47 6407 75 90 0,5 7207 95 77 241 169 0,3 56,1 0,0 59,8
48 2934 75 92 3,3 4363 96 80 33,4 77 2,7 29,6 30,0 72,9
49 4442 84 86 0,4 5252 72 40,2 128 1,3 51,7 0,0 88,8
50 5332 72 89 0,3 6899 88 71 31,2 95 0,4 45,2 20,0 53,8
51 70 131 3592 85 106 18,9 63 0,8 48,0 10,0 59,9
52 3099 62 101 0,3 2049 88 83 32,4 114 0,3 37,9 0,0 55,0
53 3233 79 127 0,8 2939 96 109 51,7 91 1,8 38,0 90,0 95,4
54 4805 65 91 0,3 6732 89 74 30,8 100 0,5 63,0 0,0 85,2
55 5600 78 102 0,4 5385 96 79 50,6 112 0,7 36,8 60,0 77,8
56 3617 81 129 0,4 5360 97 103 41,5 97 0,9 41,8 0,0 96,0
57 3970 88 92 0,7 3723 77 42,9 94 2,3 41,8 10,0 82,9
58 6031 77 131 0,6 4650 95 11 45,9 138 0,2 39,0 0,0 44,6
59 4092 73 122 0,6 3367 95 102 39,3 97 1.1 39,7 40,0 43,8
60 4014 84 73 0,8 2097 61 38,5 71 0,7 47,2 0,0 96,6
61 3951 75 98 0,4 6958 89 79 21,8 112 0,4 55,1 90,0 84,8
62 5316 83 93 0,2 3279 76 49,6 102 0,3 87,2 67,5 97,3
63 5419 67 87 0,4 4687 88 70 44,4 71 0,4 23,4 0,0 68,2
64 3540 92 122 0,3 2606 106 49,9 130 0,4 27,0 40,0 62,9
65 5740 81 103 0,0 3591 86 54,9 185 0,2 39,8 20,0 95,2
66 5800 90 99 0,0 3513 88 65,8 183 0,2 49,6 30,0 90,5
67 5376 66 78 0,4 6018 88 70 40,2 112 0,2 45,4 40,0 93,4
68 5809 72 87 0,4 7424 90 74 30,4 88 0,7 59,0 50,0 87,1
69 2509 69 124 0,4 3120 86 103 491 95 0,7 21,0 62,5 36,6
70 4986 65 135 0,3 3193 85 113 32,1 109 0,5 39,8 0,0 76,5
71 4260 74 122 0,1 3656 98 103 44,0 106 0,1 29,9 30,0 73,0

Média 4664 75 98 0,3 4465 91,4 82 41,0 106 0,4 451 24,3 741
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