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TOLERANCIA AO FRIO EM ARROZ IRRIGADO: METODOLOGIAS DE
AVALIACAO E BASES GENETICAS'

Autora: Renata Pereira da Cruz
Orientadora: Sandra Cristina Kothe Milach
Co-orientador: Luiz Carlos Federizzi

RESUMO

A tolerancia ao frio € altamente desejavel em genétipos brasileiros de
arroz cultivados no sul do Pais, onde as temperaturas baixas prejudicam o
estabelecimento da lavoura e diminuem o rendimento de graos. No entanto, as
dificuldades da selegdo a campo, aliadas ao desconhecimento da genética do
carater no germoplasma local, limitam o progresso a nivel de melhoramento.
Assim, este trabalho teve por objetivos caracterizar a reacdo ao frio de diferentes
genotipos de arroz em dois periodos de desenvolvimento e determinar as bases
geneéticas da tolerancia ao frio neste germoplasma. E possivel diferenciar os
gendtipos quanto & toleréancia ao frio na germinag&o por meio da porcentagem de
reducdo no comprimento e recrescimento do coledptilo e verificar que existe
variabilidade para tolerancia nos grupos Indica e Japbdnica. Com base na
capacidade geral de combinagdo (CGC) para a porcentagem de reducdo no
comprimento e recrescimento do coledptilo, o genétipo Quilla 66304 é o mais
indicado para incrementar a tolerancia ao frio na germinagdo e os efeitos génicos
mais importantes na determinagdo destas caracteristicas s3o os de dominancia e
as interagoes génicas. No periodo reprodutivo, a temperatura de 17°C por sete
dias na antese € suficiente para distinguir genétipos tolerantes dos sensiveis ao
frio quanto a porcentagem de redug@o no peso de 100 gréos. A exergao completa
da panicula em condigbes de campo é determinada por um gene recessivo nos
genotipos JapoOnica e a herdabilidade do carater € moderada. A diversidade
molecular entre os seis genétipos estudados é elevada, porém com base na
caracterizac@o fenotipica, os genétipos mais adequados como genitores da
populacao de mapeamento da tolerancia ao frio sdo o sensivel IRGA 417 e o
tolerante Quilla 64117.

'Tese de Doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (159 p.) Julho, 2001.



FLOODED RICE COLD TOLERANCE: METHODOLOGIES OF EVALUATION
AND GENETIC BASIS'

Author: Renata Pereira da Cruz
Advisor: Sandra Cristina Kothe Milach
Co-advisor: Luiz Carlos Federizzi

ABSTRACT

Cold tolerance is highly desirable in Brazilian genotypes grown in
Southern Brazil where cold temperatures damage crop establishment and reduce
grain yield. However, the difficulties in selecting under field conditions and the
lack of knowledge about the genetics of the character in the local germplasm limit
breeding progress. So, the objectives of this study were to characterize different
rice genotypes for their cold reaction in two stages of development and to
determine genetic basis of cold tolerance in this germplasm. It is possible to
differentiate genotypes cold reaction at the germination stage under controlled
temperature by means of the percentage reduction in coleoptile length and its
regrowth and to verify that exists variability for tolerance in Indica and Japonica
groups. Based on the general combining ability (GCA) for percentage reduction in
coleoptile length and regrowth, Quilla 66304 is the most indicated genotype to
increment cold tolerance at the germination stage, and the most important genic
effects determining these characters are dominance and genic interactions. In the
reproductive stage, temperature of 17°C for seven days at anthesis is enough to
distinguish cold tolerant from cold sensitive genotypes, in what refers to
percentage reduction 100 grains weight. Complete panicle exsertion in field
conditions is determined by a recessive gene in the Japonica genotypes and the
character heritability is moderate. Molecular diversity among the six genotypes is
high, but based on the phenotypic characterization, the most adequate genotypes
as genitors for the cold tolerance mapping population are the sensitive IRGA 417
and the tolerant Quilla 64117.

'Doctoral thesis in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (159 p.) July, 2001.
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INTRODUGAO GERAL

Este trabalho fundamentou-se em uma parceria entre o IRGA (Instituto
Riograndense do Arroz) e a UFRGS (Universidade Federal do Rio Grande do
Sul) que surgiu de uma demanda especifica da primeira Instituicdo para o
desenvolvimento de estratégias para obtengdo de genétipos de arroz tolerantes
ao frio.

Em funcdo de ter sido pioneiro, foi desenvolvido em etapas que
envolveram o estabelecimento de metodologias de avaliagdo da tolerancia ao frio
em diferentes periodos de desenvolvimento do arroz, a caracterizacdo de
gendtipos e o estudo das bases genéticas das caracteristicas estudadas. No
projeto foi ainda estudada a variabilidade molecular e fenotipica de diferentes
gendtipos de arroz e estabelecidas populagdes segregantes para o mapeamento
molecular da tolerancia ao frio nesta espécie em uma préxima etapa.

Pelas diferentes abordagens e bases cientificas que fundamentam o
assunto deste trabalho, é apresentado a seguir o estado-da-arte para cada um

dos topicos relevantes ao mesmo.

Origem e classificagado botanica do arroz
O arroz pertence ao género Oryza, tribo Oryzae, subfamilia Pooideae,
familia Poaceae. O género Oryza é o mais importante de sua tribo,

compreendendo cerca de 20 espécies que estdo dispersas espontaneamente
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pelas regides tropicais da Asia, Africa, América do Sul e América Central (Chang,
1974). Dentre estas, apenas duas s&o cultivadas: Oryza sativa, de origem
asiatica e Oryza glaberrima, de origem africana (Matsuo, 1997), sendo a dipléide
Oryza sativa a de maior importancia econémica e uma das plantas alimenticias
mais antigas utilizadas pelo homem. Sua origem ocorreu provavelmente na india,
de onde se propagou para a China ha mais de 3000 anos antes da era crista
(Fornasieri Filho & Fornasieri, 1993). O ancestral mais provavel de Oryza sativa é
a espécie silvestre Oryza rufipogon, a qual é perene, de fecundacéo cruzada e
adaptada a pantanos profundos (Chang, 1974), e de onde deve se originar o
habito semi-aquatico e perene dos gendtipos de arroz cultivado.

A especie Oryza sativa divide-se em dois grupos ou subespécies,
denominados Indica e Japdnica. Alguns autores citam um terceiro grupo
denominado Javanica, porém suas caracteristicas morfolégicas e fisiolégicas sdo
praticamente indistinguiveis das do grupo Japodnica (Oka, 1958), motivo pelo qual
esta classificagdo ndo € usual. Esta diferenciagdo dentro da espécie ocorreu
provavelmente apds sua domesticacdo e de forma gradual & medida que o arroz
foi sendo levado de um local para outro, de modo que a adaptacéo as condicdes
ecologicas e climaticas prevalescentes teria dado origem a estes dois grupos.
Além disso, o isolamento geografico associado as sele¢bes natural e artificial
também contribuiu para a diferenciagdo ainda maior entre eles, a qual resultou
em um alto grau de esterilidade intersubespecifico (Chang, 1974). Este pode ser
tanto do tipo gametofitico como esporofitico e estudos genéticos atribuiram a
esterilidade a conjuntos de genes duplicados (Oka, 1964).

Estes grupos sao diferenciados através de um conjunto de caracteres

que abrangem desde aspectos morfologicos até reacgdes a estresses abidticos
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como seca e frio. A reacdo ao frio das cultivares do grupo Indica &, de forma
geral, de sensibilidade, enquanto que as do grupo Japodnica sdo classificadas
como tolerantes (Oka, 1958). Recentemente, marcadores isoenzimaticos
(Glaszmann, 1987) e moleculares (Wang & Tanksley, 1990) confirmaram a
existéncia destes dois grupos, tornando mais precisa sua classificacdo.

A classificagdo do arroz nestes dois grupos € de extrema importancia
para os melhoristas, pois ela indica adaptacdo a ambientes especificos e
influencia, desta forma, as estratégias para utilizagdo de germoplasma (Mackill et

al., 1996).

Importancia economica da espécie Oryza sativa L.

No Brasil, o arroz € um dos principais produtos que compde a cesta
basica e a principal fonte caldrica entre os graos, provendo 12 a 35% de calorias
e 9 a 12% de proteinas (Fornasieri Filho & Fornasieri, 1993).

Atualmente o arroz ocupa o quarto lugar em area cultivada no Brasil e
o terceiro em producdo de gréaos, com uma producéo total de aproximadamente
11 milhdes de toneladas na safra 99/2000. E cultivado em praticamente todos os
Estados brasileiros, mas principalmente nas regides Centro-Oeste, Sudeste e
Sul. Os principais sistemas de cultivo sdo o irrigado, onde a média de rendimento
de gréos € de 5 t/ha e o de sequeiro, com média de 1,5 t/ha (Mercado, 2001).

O Rio Grande do Sul € o maior produtor nacional de arroz irrigado,
contribuindo com mais de 40% da produg&o, sendo a maioria das cultivares
utilizadas pertencentes ao grupo Indica. Apesar do aumento de rendimento
observado de 3,7 para 5 t/ha, as cultivares modernas langadas pela pesquisa tém

potencial acima de 10 t/ha (Azambuja et al., 1996). Inimeros fatores contribuem
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para a ndo expressdo completa deste potencial de rendimento, entre eles a

ocorréncia de temperaturas baixas, como sera discutido adiante.

Influéncia da temperatura baixa sobre a cultura do arroz

O arroz é provavelmente uma das culturas mais diversas do mundo,
sendo cultivado em areas que se estendem desde a latitude 50°N até 40°S, e
desde o nivel do mar até uma altitude de 3000 m (Juliano, 1993).

Nesta extensa area geografica utilizada para o cultivo do arroz,
temperaturas nao favoraveis ao desenvolvimento das plantas podem ocorrer em
um ou mais estadios. Devido _é sua origem tropical, a faixa de temperatura 6tima
para a cultura se encontra entre 25°C e 30°C e, temperaturas inferiores a 20°C,
dependendo do periodo de desenvolvimento, s&o prejudiciais (Yoshida, 1981b).
Temperatura fria, segundo Levitt (1980), € aquela baixa o suficiente para causar
danos ao tecido vegetal, mas nao t&o baixa que cause congelamento da dgua no
tecido. Neste sentido, temperaturas abaixo de 20°C poderiam ser consideradas
frias para a cultura do arroz. Elas sdo comuns em é&reas temperadas e
subtropicais ou nas regides de altitude elevada nos trépicos (Nanda & Seshu,
1979), limitando as areas de producéo e o periodo de cultivo.

Atualmente muito vem sendo elucidado a respeito dos mecanismos
fisiologicos da tolerancia ao frio e o conhecimento destes mecanismos serd, sem
duvida, de extrema importancia para que novas estratégias de selecdo possam
ser desenvolvidas para uso nos programas de melhoramento. Dentre os
mecanismos fisioldgicos apontados como responsaveis pelos danos de frio nas
plantas tropicais, tem-se o impedimento do funcionamento da membrana celular e

de organelas (Lyons, 1973), a inibicdo da fotossintese devida a foto-oxidacéo da
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clorofila nos cloroplastos (Tanaka et al., 1977 apud Tajima, 1995) e o estresse
oxidativo (Prasad, 1997). Estes danos causados pelas temperaturas baixas aos
tecidos vegetais sdo visualmente percebidos através dos varios sintomas
apresentados pelas plantas conforme o periodo de desenvolvimento em que se
encontram no momento da ocorréncia do estresse.

No periodo de germinagdo do arroz, os sintomas de dano pelo frio
mais comumente observados s&@o o atraso e a diminuicdo na porcentagem de
emergéncia. Durante o periodo vegetativo, o frio pode provocar atraso no
desenvolvimento, reducdo na estatura e amarelecimento das folhas. No periodo
reprodutivo, os sintomas de dano pelo frio sdo ma exergdo da panicula,
esterilidade e manchas nas espiguetas (Souza, 1990). A esterilidade de
espiguetas pode ser devida a inviabilidade de pdlen causada pela ocorréncia de
frio no estadio de microsporogénese, quando o grdo de pdlen estd sendo
formado, e que corresponde ao periodo de 7 a 14 dias antes da antese (Yoshida,
1981b; Mackill et al., 1996); ou pode ser devida a ocorréncia de frio no estadio de
florescimento (antese) em que este prejudica a deiscéncia das anteras e o
crescimento do tubo polinico, resultando numa baixa fecundacdo de espiguetas
(Souza, 1990).

Alem do periodo de desenvolvimento em que a lavoura se encontra no
momento da ocorréncia da temperatura baixa, o maior ou menor dano a cultura
depende da intensidade e duracéo do frio, do manejo da cultura e da cultivar
utilizada (Souza, 1990). Além disso, a condigdo nutricional das plantas em cada
periodo afeta sua toleréncia a temperatura baixa, tornando o problema ainda

mais complicado (Okabe & Toriyama, 1972).
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De todos os estadios apontados acima, a microsporogénese e o
florescimento (antese) sdo os mais sensiveis a ocorréncia de frio, porém é no
primeiro que ocorre a maior porcentagem de esterilidade de espiguetas (Lin &

Peterson, 1975; Yoshida, 1981b).

Bases genéticas da tolerancia ao frio em arroz

A variagcdo quanto a tolerancia ao frio observada entre diferentes
periodos de desenvolvimento do arroz implica em diferentes genes envolvidos na
tolerancia em cada um deles. Assim, a genética da tolerancia ao frio em arroz
tem sido estudada em cada periodo de deéenvoivimento da planta
separadamente. Os principais resultados obtidos s&o provenientes de estudos
conduzidos sob condigdes controladas para que n&o haja interferéncia de
nenhum outro fator nos resultados. Nestes estudos, a tolerancia ao frio € medida
de varias formas e € fundamental que se saliente que o tipo de heranca
encontrado € valido somente para o carater avaliado, o material genético
utilizado e o grau de estresse empregado (intensidade e periodo de frio).

A habilidade de germinac&o do arroz, medida através da porcentagem
e taxa de germinacao em um periodo de estresse de sete dias a 17°C, mostrou
uma herdabilidade que variou de 0,74 a 0,87 (Sthapit & Witcombe, 1998). Neste
mesmo estudo, a tolerancia ao frio no periodo vegetativo, medida através do
amarelecimento de folhas, apresentou uma herdabilidade variando de 0,69 a
0,73. Ja Kaw (1991) observou uma herdabilidade de 0,99 para o amarelecimento
de folhas quando utilizou um estresse de 12°C por dez dias, o que concorda com
os resultados obtidos por Shahi & Khush (1986) que encontraram um gene

dominante determinando o amarelecimento de folhas de arroz submetidas a 10°C



por 30 dias. A heranga da tolerancia ao frio no periodo vegetativo, avaliada
através da medicdo da estatura em plantulas submetidas a 18°C por quatorze
dias, evidenciou 4 a 5 genes responsaveis, com efeitos aditivos e de dominancia
envolvidos na expressao do carater (Li & Rutger, 1980).

No periodo reprodutivo, a tolerancia ao frio, medida pelo grau de
exercao da panicula a campo, mostrou ser de heranga monogénica, condicionada
por apenas um gene dominante (Mahishi et al., 1991; Pandey & Gupta, 1993). Ja
a avaliacdo da porcentagem de fertilidade de espiguetas, medida a campo,
envolveu um sistema poligénico com mais de sete fatores efetivos, com efeitos de
dominancia e aditividade (Toriyama & Futsuhara, 1961). Esta mesma
caracteristica, medida sob condigdes controladas em plantas submetidas a 20°C
por cinco dias no estadio de antese, mostrou uma heranga poligénica, com
valores de herdabilidade realizada entre 0,35 e 0,45 (Khan et al., 1986).

Os dados acima demonstram que, mesmo para uma mesma
caracteristica de tolerancia avaliada, dependendo do grau de estresse utilizado,
os resultados de heranga ou herdabilidade variaram. Portanto, para que estudos
deste tipo tenham aplicabilidade & importante que o nivel de estresse utilizado
seja definido (Datta & Siddiq, 1983).

De forma geral, a heranca da tolerancia ao frio em arroz parece ser
oligogénica e, em muitos dos estudos, a herdabilidade parece ser moderada a
alta. Apesar destes resultados indicarem que os caracteres de tolerancia
avaliados sdo de facil selecao e incorporagao nos genoétipos adaptados, muitas

dificuldades ainda existem no melhoramento para tolerancia ao frio em arroz.



Melhoramento para tolerancia ao frio em arroz

A tolerancia ao frio € uma caracteristica de dificil selecdo a campo,
uma vez que ndo se pode ter certeza da ocorréncia do estresse e nem da época
e duragdo do mesmo. Devido a dificuldade de controle da quantidade e da
duragdo do estresse de frio em condi¢gdes de campo, inimeros procedimentos de
avaliagdo vém sendo utilizados no sentido de selecionar gendtipos tolerantes ao
frio em periodos especificos de desenvolvimento. Mackill et al. (1996) utilizaram
ambiente controlado para selecionar para tolerancia ao frio e a semeadura mais
tardia para coincidir o florescimento das plantas com épocas em que as
temperaturas do ar estdo baixas. Além disso, estes autores recomendaram a
avaliagdo da esterilidade de espiguetas como boa estimativa da tolerancia ao
frio. No estadio de antese, populacées F,, F, e F5 derivadas do cruzamento entre
gendtipos tolerantes e sensiveis foram avaliadas em condigbes de fitotron com
temperatura controlada, sendo a tolerancia ao frio (20°C) medida pela
porcentagem de espiguetas férteis (Khan et al., 1986).

Na selecdo para tolerancia ao frio na fase de florescimento, o nivel de
estresse imposto em cada gendtipo depende de sua época de florescimento. Por
iISso, € importante o uso de um gendtipo controle sensivel semeado em varias
épocas e que servira como parametro de comparacdo da taxa de esterilidade
observada nos gendtipos (Mackill et al., 1996).

A selegao na germinacdo e no periodo vegetativo € mais facil por
necessitar de espaco fisico menor e, assim, permitir avaliagdo de grande
quantidade de plantas em condi¢des controladas, tanto em germinadores como
em fitotrons. Algumas metodologias ja foram descritas para este fim, as quais

abrangem testes de germinagé&o (Maya, 1988; Bertin & Bouharmont, 1997), no



periodo vegetativo (Maya, 1988; Srinivasulu & Vergara, 1988), até testes mais
refinados envolvendo a avaliagéo do escape de solutos de células (Paull, 1981),
fluorescéncia de clorofila (Smillie & Nott, 1979) e niveis de fosfatidilglicerol nas
membranas (Roughan, 1985).

Uma cultivar de arroz pode ser tolerante ao frio no periodo vegetativo e
sensivel no reprodutivo, ou vice-versa. Isto provavelmente decorre de diferentes
genes de tolerancia e diferentes mecanismos fisiolégicos envolvidos na
tolerancia ao frio em cada periodo. No entanto. a falta de correlacdo entre a
tolerancia ao frio num periodo e outro torna o melhoramento para esta
caracteristica bastante complicado quando o objetivo é incorporar tolerancia em
varios periodos de desenvolvimento (Datta & Siddig, 1983), pois se este for o
caso, sera necessario realizar selecdo em cada um deles separadamente. A
existéncia de correlagdo entre diferentes periodos quanto & tolerancia ao frio
seria vantajosa por permitir, inclusive, selegcdo indireta para a caracteristica, por
exemplo, a sele¢éo para tolerancia ao frio no periodo reprodutivo poderia ser
feita mais precocemente em plantulas, onde o espago requerido € menor e se
pode avaliar maior numero de individuos simultaneamente.

Tem sido relatado que a tolerancia ao frio em arroz nos periodos
vegetativo e reprodutivo € governada por fatores genéticos diferentes e que
atuam em dire¢Oes opostas (Kaw & Khush, 1986; Shahi & Khush, 1986). Num
estudo com 54 hibridos Japénica x Indica e 48 hibridos Indica x Indica e os
respectivos genitores foi encontrado que a correlagdo genotipica entre a estatura
de plantula e o numero de espiguetas férteis foi de —0,50 e entre a porcentagem
de sobrevivéncia de plantulas e o nimero de espiguetas férteis foi de —0,66

(Kaw, 1991). No mesmo estudo foi observada uma correlacdo de 0,87 entre a
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estatura de plantulas e a porcentagem de sobrevivéncia das mesmas. Assim,
num mesmo periodo de desenvolvimento, a correlacdo entre diferentes
caracteristicas & geralmente positiva e alta, demonstrando que apenas a selegio

de uma delas ja é suficiente.

Estratégias do melhoramento para tolerancia ao frio em arroz

Com base no conhecimento de que a atividade do cloroplasto é
afetada diretamente pelo frio, a fluorescéncia de clorofila tem sido usada como
forma de quantificar a tolerancia ao frio no periodo vegetativo. Esta técnica se
baseia no fato de que durante o processo de fotossintese uma pequena porgdo
de luz é re-emitida pela molécula de clorofila, a qual é denominada fluorescéncia
de clorofila (Sthapit et al., 1995). A medicdo da quantidade de fluorescéncia
emitida permite avaliar o funcionamento do sistema fotossintético em condicées
de estresse por frio. Quanto maior o nivel de fluorescéncia emitido, menor é o
dano ao aparelho fotossintético e a molécula de clorofila. Esta é, entdo, uma
forma precisa de avaliar diretamente a tolerancia ao frio no periodo vegetativo,
pois o dano & medido diretamente e n&o indiretamente como feito através do grau
de amarelecimento das folhas. A fluorescéncia de clorofila ja foi utilizada com
sucesso na diferenciacéo de genétipos de arroz tolerantes e sensiveis ao frio em
varios paises e para avaliar a tolerancia tanto no periodo vegetativo como no
reprodutivo (Rho, 1985; Li et al., 1992; Wang et al., 1992; Poisson et al., 1996).
Suas principais vantagens séo permitir a avaliagdo de grande nimero de plantas
para tolerancia ao frio em pouco tempo e com grande sensibilidade, ser
reproduzivel, ndo-destrutivo, econdémico e permitir detectar o dano antes do

aparecimento dos sintomas (Wilson & Greaves, 1990).



11

O cultivo de anteras tem sido utilizado para o desenvolvimento de
genotipos tolerantes ao frio, com a finalidade de acelerar a avaliagdo e teste de
progénies derivadas de cruzamentos entre gendtipos tolerantes e sensiveis
(Gupta et al., 1996). A variacdo somaclonal e a selegdo “in vitro” para o
melhoramento da toleréncia ao frio em arroz foram empregadas com sucesso,
tendo sido regeneradas plantas mais tolerantes que as plantas controles (Bertin
& Bouharmont, 1997; Bertin et al., 1996).

A transformacg&o genética também pode ser uma estratégia alternativa
no melhoramento para toleréncia ao frio em arroz. A proteina anticongelamento
presente em espécies de clima frio tem um papel na diminuicdo da temperatura
de congelamento. Foi feita a transformagdo do arroz com o gene AFP da
cenoura, que codifica esta proteina, e as plantas transgénicas apresentaram
maior tolerancia ao frio que as néo transformadas (Matsuba et al., 2000).

O uso de marcadores moleculares em arroz também é uma
possibilidade interessante para sele¢do indireta da tolerancia ao frio. Os
marcadores de DNA ja vém sendo usados em arroz para o desenvolvimento de
mapas moleculares e o mapeamento de caracteres relacionados ao rendimento
de gréaos (McCouch et al., 1988; Lin et al., 1996; Chen et al., 1997). Marcadores
do tipo RFLP foram usados para auxiliar na localizacdo cromossémica de genes
de tolerancia ao frio em arroz (Saito et al., 1995; Yan et al., 1999), e marcadores
do tipo RAPD e de isoenzimas foram associados com a tolerancia ao frio em
varios periodos de desenvolvimento do arroz na Coréia do Sul (Chen, com.
pessoal), permitindo a selecdo assistida para o carater, independente da
presenca de frio. Entre os marcadores isoenzimaticos, o sistema esterase se

apresenta como uma provavel ferramenta na selecdo de genodtipos de arroz
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tolerantes ao frio. Neste sistema isoenzimatico, dois locos, o Est-2 e Est-3 ja
foram associados a tolerancia ao frio em arroz (Majumder et al., 1989; Nagamine
& Nakagahra, 1991). No primeiro, o alelo Est-2° foi encontrado em gendtipos
tolerantes e os alelos Est-2” e Est-2° em sensiveis, independente do grupo a que
pertenciam. Além disso, o padrdo isoenzimatico identificado variou conforme o
periodo de desenvolvimento em que o gendtipo se mostrava tolerante, sendo
identificado o alelo Est-2° no periodo vegetativo onde havia tolerancia ao frio e o
alelo Est-2° no reprodutivo, onde era sensivel (Majumder et al., 1989). Apesar do
carater tolerancia ao frio ser provavelmente de heranga poligénica, o grau de
tolerancia parece ser influenciado pelo padrdo isoenzimatico da esterase-2. Se
confirmada esta associacdo entre o padrdo isoenziméatico da esterase 2 e a
tolerancia ao frio, sera possivel utilizar esta técnica na selecéo indireta do carater

em programas de melhoramento.

O problema do frio na cultura do arroz no Rio Grande do Sul

No Rio Grande do Sul (RS) o arroz é cultivado nos meses de outubro a
abril e, em algumas regiées produtoras do Estado, como Pelotas e Santa Vitoria
do Palmar, temperaturas abaixo de 20°C nos meses de outubro, quando a cultura
esta sendo implantada, e em fevereiro, durante o periodo reprodutivo, s3o
comuns (Oliveira, 1997). A ocorréncia destas temperaturas nas fases iniciais
pode causar danos no estabelecimento e estande inicial da lavoura e, mais
tardiamente, pode provocar perdas no rendimento de gréos devido & esterilidade
de espiguetas. No RS, esta situacdo ocorre uma vez a cada trés anos causando
prejuizos no rendimento de grdos superiores a 25% (Terres & Galli, 1985).

Conforme Steinmetz (1996), o frio na cultura do arroz € um elemento climatico
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intimamente relacionado com o nivel de rendimento aquém do potencial produtivo
dos genétipos.

A obtenc&o de cultivares tolerantes é, portanto, altamente desejavel,
porém os problemas relacionados a dificuldade de selegdo para o carater em
condi¢coes de campo e o desconhecimento das bases genéticas da tolerancia ao
frio nos gendtipos locais limitam a definicdo de estratégias eficientes pelos
programas de melhoramento.

A caracterizagdo de gendtipos sob condicdes controladas de
temperatura € importante para que se identifique fontes especificas de tolerancia
ao frio em cada periodo de desenvolvimento. Neste sentido, a definicdo de
metodologias adequadas de avaliagdo é essencial para que se possa
caracterizar a reagdo dos genétipos disponiveis & temperatura baixa e a partir
dai, estudar a genética da tolerancia em cada periodo. A compreensédo das bases
genéticas da tolerancia ao frio € importante na definicdo da forma de condugao
das populacGes segregantes e do momento de fazer selecéo.

A caracterizagdo molecular dos genétipos tolerantes e sensiveis é
importante no sentido de identificar possiveis marcadores de DNA para o
mapeamento da tolerancia ao frio e, assim, viabilizar a selegdo assistida deste
carater em arroz.

Considerando o que foi exposto, este trabalho teve os seguintes
objetivos:

- estabelecer uma metodologia de avaliago da tolerancia ao frio na germinagéao
sob condigdo de temperatura controlada, identificar as caracteristicas mais

adequadas como critério de avaliagdo e caracterizar a variabilidade existente
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entre 24 genodtipos de arroz do banco de germoplasma do Instituto Riograndense
do Arroz (IRGA) com relag&o a estas caracteristicas (Capitulo I);

- determinar as capacidades geral (CGC) e especifica de combinacdo (CEC) para
tolerancia ao frio na germinagéo em seis gendtipos de arroz, de forma a auxiliar
na escolha de genitores, e verificar o tipo de acdo génica predominante para o
carater (Capitulo Il);

- determinar a heranca e a herdabilidade da tolerancia ao frio na germinacéo por
meio do recrescimento do coledptilo apés um periodo de frio (Capitulo 11);

- avaliar os efeitos de diferentes duragdes da temperatura baixa nos estadios de
microsporogénese e antese sobre os caracteres fertilidade de espiguetas,
exercdo da panicula e peso de 100 graos em seis gendtipos de arroz com o
objetivo de identificar uma metodologia capaz de diferenciar os genétipos quanto
a tolerancia ao frio no periodo reprodutivo e caracterizar sua reacdo ao frio
nestas condi¢des (Capitulo IV);

- verificar a adequagdo da avaliagdo do grau de exercdo da panicula nas
condigdes de ambiente do sul do Brasil e determinar a heranga e herdabilidade
desta caracteristica (Capitulo V);

- caracterizar a reacéo ao frio de seis genétipos de arroz em trés periodos de
desenvolvimento, verificar a correlagdo entre estes periodos quanto a tolerancia
ao frio e identificar a populagdo mais adequada para o mapeamento desta
caracteristica por meio do polimorfismo de marcadores RAPD e caracteres

relacionados a tolerancia ao frio nos seis genétipos de arroz (Capitulo VI).



CAPITULO |

TOLERANCIA AO FRIO NA GERMINAGAO EM ARROZ: METODOLOGIAS DE

AVALIAGAO E CARACTERIZAGAO DE GENOTIPOS

1.1. INTRODUCAO

No Rio Grande do Sul (RS), o arroz é semeado nos meses de
setembro a dezembro, dependendo da regido e condicdes climaticas
predominantes. No entanto, a época de semeadura recomendada para cultivares
de ciclo médio, na maioria das regides, concentra-se no periodo de inicio de
outubro a meados de novembro, no qual as temperaturas médias estdo abaixo
dos 15°C (Oliveira, 1997). Esta média de temperatura, apesar de n3o impedir a
germinacédo do arroz, retarda o inicio da mesma e, consequentemente, a
emergéncia das plantulas. A faixa de temperatura étima para a germinagdo do
arroz se situa entre 20 e 35°C e a temperatura de 10°C é citada como o valor
critico minimo abaixo do qual ela ndo ocorre (Yoshida, 1981b).

De acordo com Krishnasamy & Seshu (1989), um bom desempenho
durante a germinacdo € importante para garantir um rapido estabelecimento e
bom estande inicial da cultura. No RS, a maioria das cultivares plantadas
pertence ao grupo Indica, as quais apresentam germinacdo lenta e desuniforme

sob temperatura baixa, resultando em emergéncia irregular e baixa populacdo de
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plantas (Souza, 1990). Como as praticas de manejo ndo s&o suficientes para
minimizar o problema, o melhoramento genético para tolerancia ao frio na
germinacao pode auxiliar na melhoria do estabelecimento da lavoura de arroz em
anos frios.

A selegao de gendtipos tolerantes em condigGes de campo, apesar de
ser utilizada em paises como a Coréia (Heu & Bae, 1972) e Estados Unidos
(Carnahan et al., 1972), é dificultada nas condigdes do RS devido a instabilidade
do clima, o que torna dificil prever a ocorréncia de temperaturas baixas e com
duracgao suficiente para permitir boa pressédo de selegéo nos genétipos.

A tolerancia do arroz ao frio na germinagéo tem sido muito estudada
sob condicOes controladas de temperatura, as quais permitem ajustar a
intensidade e durag&o, bem como possibilitam maior precisdo dos dados pela
auséncia de fatores que podem interferir nos resultados de campo, como fungos
de solo, por exemplo (Blum, 1988). Nas metodologias de avaliacdo disponiveis
na literatura, as sementes sdo submetidas a temperaturas que variam desde 10
até 25°C por periodos de trés até trinta e cinco dias e as caracteristicas mais
comumente medidas sdo a porcentagem e velocidade de germinacdo e o
comprimento do coledptilo e da radicula (Maya, 1988; Srinivasulu & Vergara,
1988; Bertin et al., 1996; Sthapit & Witcombe, 1998).

A utilizacdo destas metodologias tem permitido a identificacdo de
gendtipos com melhor desempenho quando em germinagdo sob temperaturas
baixas, sendo que, de forma geral, os gendtipos pertencentes ao grupo Japonica
sdo mais tolerantes a ocorréncia de temperaturas baixas do que os do grupo

Indica (Li et al., 1981; Cruz & Milach, 1999a; Cruz & Milach, 1999b).
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Até o presente momento, contudo, ndo se tem informagéo sobre o
comportamento de gendtipos brasileiros de arroz quanto 3 germinacdo sob
condi¢gbes de temperatura controlada e sobre qual metodologia de teste é mais
adequada para uso em programas de melhoramento. Neste contexto, o presente
trabalho teve por objetivos estabelecer uma metodologia de teste sob condi¢cao
de temperatura controlada, identificar as caracteristicas mais adequadas como
critério de avaliagdo para tolerancia ao frio na germinagao em arroz e
caracterizar a variabilidade existente entre 24 genétipos de arroz do banco de
germoplasma do Instituto Riograndense do Arroz (IRGA) com relacdo a estas

caracteristicas.

1.2. MATERIAL E METODOS

Vinte e quatro gendtipos de arroz de diferentes origens foram
estudados, sendo 12 pertencentes ao grupo Japodnica e 12 ao Indica (Tabela
1.1). Os gendtipos Quilla 64117, Quilla 66304, Diamante, Caloro e IR 8 ja haviam
sido avaliados quanto & tolerancia ao frio na germinacdo em condi¢cdes de
temperatura controlada, sendo os quatro primeiros considerados tolerantes e o IR
8 sensivel (Maya, 1988). A cultivar Koshihikari, de origem japonesa, também é
tolerante ao frio na germinacdo (Nakagahra et al. 1997). O comportamento
destes seis gendtipos foi utilizado como referéncia para determinar a metodologia
de avaliagdo adequada para classificar os gendtipos quanto a tolerancia ao frio
na germinacao.

Duas metodologias de teste foram usadas para caracterizar a
tolerancia ao frio dos gendtipos de arroz, as quais estdo descritas nos

experimentos | e Il, respectivamente.
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Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Sementes do

Departamento de Plantas de Lavoura da UFRGS, no ano de 1998.

TABELA 1.1. Pais de origem, grupo e reacio ao frio dos gendtipos de arroz
utilizados no estudo da tolerancia ao frio na germinagdo. UFRGS,

2001.
Genotipo Pais de origem Grupo Reac¢ao ao frio na
germinacao
BR-IRGA 409 Brasil Indica desconhecida
BR-IRGA 410 Brasil Indica desconhecida
IRGA 416 Brasil Indica desconhecida
IRGA 417 Brasil Indica desconhecida
BRS 7-Taim Brasil Indica desconhecida
IRGA 284 Brasil Indica desconhecida
IRGA 318 Brasil Indica desconhecida
IRGA 411 Brasil Indica desconhecida
IRGA 411 Liso Brasil Indica desconhecida
IRGA 440 Brasil Indica desconhecida
El Paso 144 Uruguai Indica desconhecida
IR8 Filipinas Indica sensivel *
Frances desconhecido Japonica desconhecida
El Paso 227 Uruguai Japdnica desconhecida
INIA Tacuari Uruguai Japénica desconhecida
Puntal desconhecido Japbnica desconhecida
IAS 12-9 Formosa Formosa Japdnica desconhecida
Caloro EUA Japénica tolerante *
Koshihikari Japdo Japdnica tolerante **
Quilla 64117 Chile Japénica tolerante *
Quilla 66304 Chile Japbnica tolerante *
Diamante Chile Japdnica tolerante *
L 202 EUA Japoénica desconhecida
BRS Bojuru Brasil Japdnica desconhecida

*Maya (1988)

** Cultivar tolerante amplamante cultivada no Japao (Nakagahra et al., 1997).

1.2.1. Experimento |

Neste experimento, as sementes dos 24 gendtipos de arroz foram

submetidas a germinac&o sob duas condi¢des: 13°C por 28 dias (frio) e 28°C por
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sete dias (controle). As sementes dos gendtipos foram provenientes do banco de
germoplasma do IRGA, tendo sido colhidas na mesma safra. Além disso a
escolha das sementes de um mesmo gendtipo foi baseada na uniformidade de
tamanho e auséncia de manchas. Elas foram desinfestadas em alcool 70% por 30
segundos e hipoclorito de sédio 5% por 20 minutos, sendo apés lavadas seis
vezes com agua destilada estéril. Foram, entdo, colocadas em placas de Petri
contendo duas camadas de papel germinador umedecido com agua destilada e 1
ml de Benomil 2,5 ppm para evitar contaminacdo. O experimento foi conduzido no
delineamento de blocos casualizados com trés repeticbes, sendo os blocos
constituidos por diferentes prateleiras na camara de germinacdo. Foram
colocadas 20 sementes por placa de Petri, constituindo a média desta placa uma
repeticdo, num total de 60 sementes por gendtipo.

As sementes submetidas a germinacao a 13°C tiveram o comprimento
do coledptilo medido semanalmente por um periodo de 28 dias e nas sementes
germinadas a 28°C esta medigédo foi feita sete dias apds a instalagdo do
experimento.

Os genadtipos foram avaliados quanto a:

1) indice de germinacgao;
2) porcentagem de sementes com coledptilo superior a 5 mm apds 28 dias;
3) porcentagem de redug¢éo no comprimento do coledptilo.

As duas primeiras caracteristicas foram avaliadas apenas no
tratamento de frio (13°C por 28 dias).

O indice de germinacéo (IG) foi obtido através da férmula:

IG = (N14+tNx4/2) / 20 x 100, onde N;; = numero de sementes

germinadas aos 14 dias do inicio do experimento; N»; = nimero de sementes
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germinadas aos 21 dias do inicio do experimento e 20 é o numero total de
sementes por genotipo por repeticdo. Para o céalculo do IG foram consideradas
germinadas as sementes que apresentavam coledptilo e radicula.

A porcentagem de sementes com coledptilo maior que 5 mm foi obtida
considerando-se todas as sementes germinadas aos 28 dias do inicio do
experimento e verificando-se a porcentagem que apresentava coleéptilo com
comprimento superior a 5 mm.

A porcentagem de reducdo no comprimento do coledptilo foi obtida
comparando-se os dados médios de comprimento do coledptilo dos gendtipos
apos 28 dias de germinagdo a 13°C com aqueles obtidos apds 7 dias a 28°C e
calculando-se a porcentagem de redugéo neste comprimento pela germinacéo

sob temperatura baixa.

1. 2. 2. Experimento Il

Neste experimento, as sementes dos 24 gendtipos de arroz foram
submetidas a germinagéo a 28°C por 72 horas, 13°C por 96 horas e novamente
28°C por mais 72 horas. A escolha e desinfestacdo das sementes e a condugdo
do experimento foram feitos conforme o experimento .

O comprimento do coledptilo foi medido em duas ocasides: apds o
periodo de 96 horas a 13°C e apds o segundo periodo de 72 horas a 28°C. A
avaliagao da tolerancia ao frio foi feita através do recrescimento do coledptilo, em
mm, que consistiu na diferenca entre a segunda e a primeira medi¢des, ou seja,

no quanto o coleodptilo cresceu apods o periodo de frio.
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A temperatura de 13°C foi escolhida em ambos os experimentos por
ser a mesma usada por Maya (1988) na avaliacdo da tolerancia ao frio na
germinacéo dos gendtipos utilizados como testemunha neste estudo.

Os dados de ambos os experimentos foram submetidos a uma analise
de residuos para verificar a normalidade e homogeneidade de variancias e a
analise de regresséo para verificar a necessidade de transformacéo dos mesmos.
Esta ultima analise indicou ser necessério transformar o indice de germinacao
(Experimento [) pela raiz quadrada e o recrescimento do coledptilo (Experimento
I1) pelo logaritmo.

Os dados foram, entdo, submetidos & analise de variancia e
comparagao de medias pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade. A relagéo
entre as variaveis foi verificada através do calculo do coeficiente de correlacéo
de Pearson. As analises foram realizadas no programa SAS (Statistical Analysis

System).

1.3. RESULTADOS E DISCUSSAQ
A analise de variancia revelou significancia estatistica do efeito de
genotipo para todas as caracteristicas (Tabela 1.2), indicando a existéncia de

variabilidade para tolerancia ao frio na germinacao entre os genoétipos estudados.

TABELA 1.2. Quadrados médios e coeficientes de variagdo para quatro variaveis
avaliadas em 24 genotipos de arroz. UFRGS, 2001.

Variavel Quadrado médio CV (%)
indice de germinacao 12.8** 18,2
porcentagem de sementes com coledptilo 1734,7* 20,7
superior a 5 mm
porcentagem de redugao no comprimento 776,3* 29,0
do coleodptilo
recrescimento do coleoptilo 0,7** 13,0

** Significativo a 1% de probabilidade
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Os maiores valores de coeficiente de variagdo foram obtidos para as
caracteristicas de porcentagem de sementes com coleoptilo superior a 5 mm e
porcentagem de reduc&o no comprimento do coledptilo, para as quais nao foi
necessaria transformacdo de dados (Tabela 1.2). Além disso, no caso da
porcentagem de redug@o no comprimento do coledptilo, o coeficiente de variacao
obtido pode ser devido a esta ser decorrente da comparagao da germinagao em
duas condicdes (frio e controle) e, por isso envolver, para um mesmo gendtipo,
conjuntos diferentes de sementes.

O gendtipo IRGA 417 apresentou valores superiores a 80% para o
indice de germinagéo, que expressa a velocidade de germinagcd@o dos genotipos
sob temperatura baixa, diferindo significativamente dos demais (Figura 1.1).
Estes resultados indicam que mais sementes deste gendtipo haviam germinado

aos 14 e 21 dias do inicio do experimento.
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FIGURA 1.1. indice de germinacdo de sementes de 24 gendtipos de arroz
submetidos a germinagdo a 13°C por 28 dias, comparados pelo
teste de Duncan (a=0,05). *A presenca do hifen indica a
presenca de outras letras em sequéncia. UFRGS, 2001.
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Destacou-se também a testemunha sensivel IR 8, com 57,5% de
sementes germinadas. Todos os demais gendtipos apresentaram valores abaixo
de 50% para o indice de germinagéo (Figura 1.1). Onze gendtipos apresentaram
valores entre 20 e 50%, dos quais sete foram Japbnica e os restantes
apresentaram indice de germinacdo abaixo de 20%, sendo que neste grupo
houve iguais propor¢des de Indica e Japonica (Figura 1.1). Entre os cinco
gendtipos conhecidamente tolerantes, quatro apresentaram entre 20 e 50% de
indice de germinacdo (Quilla 64117, Quilla 66304, Diamante e Koshihikari), e a
cultivar Caloro apresentou menos de 20% de sementes germinadas (Figura 1.1).

Cabe notar que, de forma geral, os valores obtidos para o indice de
germinag&o foram baixos, pois a maioria dos gendtipos ficou abaixo de 50%.
Apesar da velocidade de germinacdo ser importante no estabelecimento da
lavoura, o indice de germinacéo neste caso provavelmente refletiu diferencas de
vigor entre as sementes e ndo tolerancia ao frio propriamente dita. De fato, o
gendtipo que apresentou o maior indice de germinagéo, a cultivar IRGA 417, néo
confirmou sua tolerancia ao frio em outras avaliagées (Cruz & Milach, 1999a;
Cruz & Milach, 1999b). Esses resultados indicam que o indice de germinac&o nao
€ uma caracteristica confidvel para identificar toleréncia ao frio, pois as
diferencas observadas entre os gendtipos podem ser devidas a diferencas de
vigor nos lotes de sementes originais.

Houve uma ampla variagdo entre os gendtipos com relacdo a
porcentagem de sementes com coleoptilo superior a 5 mm, sendo o menor valor
obtido no genétipo El Paso 227 e o maior valor observado no gendtipo tolerante
Koshihikari (Figura 1.2). Quatorze gendtipos apresentaram mais de 70% das

sementes com coledptilo maior que 5 mm e neste grupo ficaram incluidas as
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testemunhas tolerantes Koshihikari, Quilla 64117, Diamante, Caloro e Quilla
66304, mas também o IR 8, que foi a testemunha sensivel ao frio. Dentre estes,
destacaram-se os genétipos Koshihikari, Frances, BRS Bojuru, Quilla 64117, IAS
12-9 Formosa e Diamante (Japdnica) e os gendtipos IRGA 417 e IR 8 (Indica),

por apresentarem mais de 90% das sementes com coleédptilo superior a 5 mm.
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FIGURA 1.2. Porcentagem de sementes de 24 gendtipos de arroz com coledptilo
superior a 5 mm apods 28 dias de germinagédo a 13°C, comparados
pelo teste de Duncan (o=0,05). *A presenca do hifen indica a
presenca de outras letras em sequéncia. UFRGS, 2001.

Esta caracteristica refletiu a capacidade de germinagdo de um grupo
de sementes sob frio, ou seja, que propor¢do de sementes apresentou elongacio
do coledptilo superior a 5 mm apés 28 dias a 13°C. Segundo Maya (1988), este &
um bom critério para distinguir genétipos de arroz tolerantes de sensiveis ao frio.
De fato, os cinco gendtipos utilizados como pardmetro de tolerancia

apresentaram elevada porcentagem de sementes com coledptilo superior a 5 mm,

mas também o genétipo sensivel IR 8 (Figura 1.2), demonstrando que esta
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caracteristica ndo permitiu a separacdo entre gendtipos tolerantes e sensiveis.
Ela avalia a uniformidade de germinacio das sementes sob temperatura baixa e,
apesar da importancia desta Ultima para a verificacdo da qualidade de um lote de
sementes, sua relagio com a tolerancia ao frio no presente trabalho n&o foi clara.
Desta forma, os dados referentes a esta caracteristica devem ser avaliados com
cautela.

Para a porcentagem de redugéo no comprimento do coledptilo pelo frio
foram observados valores desde 11 até 68% (Figura 1.3). A maioria dos
gendtipos com redugéo inferior a 30% foram pertencentes ao grupo Japénica
juntamente com dois gendtipos Indica: a linhagem IRGA 284 e a cultivar BR-IRGA

410. Os menores valores foram observados para as testemunhas tolerantes
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FIGURA 1.3. Porcentagem de redugdo no comprimento do coledptilo de 24
gendtipos de arroz calculada com base na germinagéo a 13°C por
28 dias em relagdo & germinagdo a 28°C por sete dias,
comparados pelo teste de Duncan («=0,05). *A presenca do hifen
indica a presencga de outras letras em seqiéncia. UFRGS, 2001.
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Diamante, Koshihikari e Quilla 64117 (abaixo de 20%), e os outros dois tolerantes
Caloro e Quilla 66304 apresentaram 22 e 31%, respectivamente. A testemunha
sensivel IR 8 apresentou 43% de redugdo no comprimento do coledptilo pelo frio,
porém oito gendtipos apresentaram redugdes superiores a este gendtipo (Figura
1.3).

Esta caracteristica expressou quanto o comprimento do coledptilo de
um gendtipo reduziu em presenca de frio em relagdo a temperatura normal.
Portanto, o efeito da qualidade do lote de sementes foi minimizado na avaliacao
desta caracteristica.

Os dados relativos ao recrescimento do coledptilo revelaram uma
grande amplitude de valores desde 4,3 mm até 28,3 mm (Figura 1.4), indicando
que a retomada do processo de germinacdo apos o periodo de frio variou entre

os genotipos.
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FIGURA 1.4. Recrescimento do coledptilo (mm) de 24 gendtipos de arroz
submetidos & germinacdo a 28°C por 72 h, 13°C por 96 h e 28°C
por mais 72 h, comparados pelo teste de Duncan (a=0,05). *A
presenca do hifen indica a presenga de outras letras em
sequéncia. UFRGS, 2001.
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Trés gendtipos tolerantes (Diamante, Quilla 64117 e Quilla 66304)
formaram um grupo com elevado recrescimento do coledptilo, superior a 25 mm,
diferindo significativamente dos demais, com exce¢do do L202. As outras duas
testemunhas tolerantes, Caloro e Koshihikari, apresentaram recrescimento
intermediario, juntamente com a testemunha sensivel IR 8 (Figura 1.4).

Estas duas ultimas caracteristicas, porcentagem de redugdo no
comprimento e recrescimento do coledptilo, foram obtidas através da medigédo do
comprimento do coledptilo, o qual é importante para o estabelecimento da
lavoura, pois € o 6rgéo que protege a plantula no momento de sua emergéncia,
extendendo-se para cobrir a primeira folha jovem (Okumoto, 1997). A medigdo do
comprimento do coledptilo como critério de avaliagéo da tolerancia ao frio em
arroz pode ser questionada no que diz respeito a influéncia da estatura do
gendtipo sobre o comprimento medido. Os genes de nanismo, amplamente
utilizados no melhoramento de arroz a partir de 1960, reduzem o comprimento do
colmo e, de acordo com Futsuhara (1979) apud Okumoto (1997) reduzem
também o comprimento do coledptilo. Porém, Kamijima (1975) apud Okumoto
(1997), ao estudar a relagdo entre o comprimento do coledptilo e o do colmo
observou correlacéo positiva, mas nao significativa entre os mesmos e concluiu
que o comprimento do coledptilo & controlado por outros genes além dos que
controlam o comprimento do colmo. De fato, trabalhos feitos em trigo para
melhorar o estabelecimento da lavoura mostraram ser possivel aumentar o
comprimento do coledptilo em gendtipos de baixa estatura devido a existéncia de
genes responsaveis por esta caracteristica (Rebetzke et al.,, 1999). Assim, a
maior ou menor elongagéo do coledptilo durante a germinagcdo pode nao estar

associada a estatura, uma vez que estes dois caracteres ndo possuem a mesma
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base genética. Dentre os gendtipos estudados, o IR 8 é um dos que apresenta
menor estatura, assim como o genétipo Koshihikari e, no entanto, ndo foram os
que apresentaram menor comprimento de coledptilo, o que corrobora as
consideragoes mencionadas. Apesar disso, para evitar uma possivel influéncia de
genes de baixa estatura sobre os dados, no presente trabalho se optou por ndo
considerar o comprimento absoluto do coledptilo como parametro para avaliagédo
da tolerancia ao frio na germinagdo. Portanto, no caso da porcentagem de
reducéo no comprimento do coledptilo, o que foi avaliado é o quanto diminuiu o
seu comprimento pelo frio em comparagdo com a situacdo controle. Ja4 no caso
do recrescimento do coledptilo, foi avaliada a capacidade de recuperacdo do
processo de germinagdo ap6s um periodo de frio. Assim, através destas duas
variaveis, retirou-se o efeito da estatura na avaliagéo da tolerancia ao frio.

Os dois experimentos realizados permitiram verificar que ha
variabilidade para a tolerancia ao frio na germinagdo sob temperatura baixa entre
os genodtipos estudados, porém o comportamento dos mesmos dependeu, de
forma geral, das caracteristicas avaliadas. Pelos coeficientes de correlacéo entre
elas, observou-se que o indice de germinagéo foi significativa e positivamente
associado com a porcentagem de sementes com coledptilo superior a 5 mm
(Tabela 1.3), o que seria esperado, pois quanto maior 0 nimero de sementes
germinadas num dado tempo, maiores sdo as chances de apresentarem
coledptilo superior a 5 mm. A porcentagem de sementes com coledptilo superior
a 5 mm também foi significativa e negativamente associada com a porcentagem
de redug@o no comprimento do coledptilo, demonstrando que, de forma geral,
quanto menor a redugéo no comprimento pelo frio, maior foi a porcentagem de

sementes com coledptilo superior a 5 mm (Tabela 1.3). Ja o recrescimento foi
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associado apenas com a porcentagem de redugo no comprimento do coledptilo,
porém a correlagdo foi baixa, evidenciando que alguns genétipos considerados
tolerantes pelo seu maior recrescimento podem ser considerados sensiveis com
base na porcentagem de redugdo no comprimento do coledptilo e vice-versa
(Tabela 1.3). Este foi o caso, por exemplo, do genotipo INIA Tacuari, que apesar
de ter apresentado alto recrescimento (Figura 1.4), teve elevada redugdo no
comprimento do coledptilo pelo frio (Figura 1.3). Apesar de ambas caracteristicas
avaliarem a tolerancia ao frio por meio do comprimento do coledptilo, esta baixa
correlagcdo pode ser um indicativo de que elas medem diferentes aspectos da

tolerancia ao frio.

TABELA 1.3. Coeficientes de correlagdo entre as caracteristicas indice de
germinacdo (IG), porcentagem de sementes com coledptilo
superior a 5 mm (%sems. col. >5 mm), porcentagem de redugao
no comprimento do coledptilo (%redcol.) e recrescimento do
coledptilo (recresc.) avaliadas em 24 genétipos de arroz. UFRGS,

2001.
IG %sems.col.> 5 mm %redcol. recresc.
IG 1,0 Y i L3 0,2
%sems.col.> 5 mm 1,0 -0,6™* 0,2
%redcol. 1.0 -0,3*
recresc. 1,0

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

A germinag&o é dividida em trés fases: a de embebicio, a de ativacéo
e a de crescimento pds-germinagéo (Yoshida, 1981a). De acordo com Simon
(1979) apud Blum (1988), os maiores efeitos do frio na germinagao parecem estar
associados com a fase de embebigéo, considerada a mais sensivel a temperatura
baixa. O frio nesta fase leva ao aumento anormal do escape de solutos como

aminoécidos e carboidratos da semente, o qual foi atribuido & membrana
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plasmastica incompleta que existe na semente seca e cuja reconstrucdo na fase
de embebicéo deve ser perturbada pela temperatura baixa. De fato, a membrana
celular é tida como o alvo principal do dano de frio e a causa primaria dos demais
disturbios metabdlicos observados nas células (Lyons, 1973). O motivo para isso
€ a transicdo de fase que ocorre na membrana plasmatica sob temperatura baixa,
a qual passa de um estado liquido-cristalino para um estado sélido-gel levando a
contracdo e abertura de canais que aumentam sua permeabilidade.

Considerando o que foi exposto, pode se especular que as diferencas
entre os resultados obtidos com relagdo & porcentagem de reducdo no
comprimento do coledptilo e o seu recrescimento devem-se a fase de embebicao
das sementes, que na primeira ocorreu a 13°C e no recrescimento ocorreu a
28°C. Esta diferenca de temperatura na fase de embebicdo pode ter sido
determinante para as diferencas observadas no comportamento de alguns
gendtipos com relagdo a estas duas caracteristicas, como o INIA Tacuari, que foi
mais sensivel em termos de redugdo no comprimento do coledptilo pelo frio
(Figura 1.3), que no recrescimento (Figura 1.4).

Diferencas na composicdo da camada lipidica da membrana foram
apontadas como responsaveis pela maior tolerancia 3 transicado de fase em
temperatura baixa, de tal forma que quanto maior o grau de insaturacdo dos
lipideos maior seria a tolerancia ao frio, porque a transigao de fase ocorreria em
uma temperatura mais baixa (Murata & Yamaya, 1984). Em arroz, diferencas na
composicao lipidica foram observadas entre genétipos tolerantes e sensiveis ao
frio, sendo a proporgdo de &acidos graxos insaturados maior nos gendtipos
tolerantes do que nos sensiveis (Majumder et al., 1989). Assim, as diferentes

porcentagens de reducdo no comprimento do coledptilo pelo frio dos gendtipos
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podem ser devidas a diferengas nos lipideos da membrana, de forma que é
possivel que aqueles com maior proporgdo de insaturagdo apresentem maior
tolerancia na fase de embebicéo a 13°C.

Apesar da embebigdo ser considerada a fase mais sensivel, Yoshida
(1981a) relata que a maior influéncia da temperatura na germinacdo ocorre nas
fases subsequentes: de ativacdo e de crescimento do coledptilo e radicula. A
diminuicdo no crescimento do coledptilo nestas fases pode ser decorrente da
menor elongacao e diviséo celular ocasionada pelo efeito direto da temperatura
baixa ou pelo seu efeito indireto devido ao desbalango metabdlico celular (Lyons,
1973). Estas fases devem ter sido afetadas em ambas as caracteristicas, porém,
enquanto na porcentagem de redugdo no comprimento do coledptilo a
temperatura baixa foi constante durante todos os 28 dias de avaliacdo, no
recrescimento ela durou apenas quatro dias. Portanto, novamente cada
caracteristica avaliou aspectos diferentes, sendo que na primeira foi a
capacidade de crescimento do coledtpilo sob frio constante e na segunda foi a
capacidade de recuperar o crescimento em temperatura normal apds o estresse
de frio.

Considerando o que foi exposto, a falta de consisténcia entre estas
duas carateristicas quanto aos resultados obtidos para alguns genétipos e a
baixa correlagdo entre as mesmas podem ser devidas, provavelmente, a terem
avaliado diferentes mecanismos de tolerancia ao frio na germinacdo. Da mesma
forma, a correlagéo significativa observada entre a porcentagem de sementes
com coleoptilo superior a 5 mm e a porcentagem de reducdo no comprimento do
coledptilo pelo frio (Tabela 1.3) podem ser decorrentes de terem avaliado o

mesmo mecanismo de tolerancia ao frio, pois foram medidas no mesmo
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experimento (13°C por 28 dias), em que a fase de embebicdo ocorreu sob frio.
Assim, pequenas diferencas entre genétipos para estas caracteristicas podem ser
devidas a forma como cada uma foi medida.

Apesar do comportamento variavel de alguns genétipos de acordo com
o teste utilizado, alguns genétipos destacaram-se como superiores para as quatro
caracteristicas avaliadas como Diamante, Quilla 64117, Koshihikari e BRS
Bojuru, e outros como inferiores como BR-IRGA 409 e IRGA 440, o que & um
indicativo da tolerancia e sensibilidade, respectivamente, de cada um destes
genatipos.

Um dos objetivos deste trabalho foi identificar uma metodologia de
teste adequada para diferenciar genétipos tolerantes de genétipos sensiveis ao
frio na germinagdo. Neste sentido, a porcentagem de redugdo no comprimento do
coledptilo pelo frio foi a caracteristica que melhor distinguiu os cinco genétipos
conhecidamente tolerantes do sensivel IR 8 (Figura 1.3). Além disso, porém,
outros aspectos devem ser levados em consideragdo como: tempo para obtencao
dos resultados, relagéo do estresse utilizado com aquele normalmente observado
a campo, facilidade de medi¢cdo da caracteristica e do qudo relacionada a
toleréncia ao frio na germinagdo ela estd. No caso do recrescimento do
coledptilo, além de apenas dez dias terem sido suficientes para a obtencdo dos
resultados, a variagéo de temperatura utilizada permitiu simular o que acontece
em condi¢Ges naturais, onde periodos de frio s&o intercalados com periodos de
temperatura alta. Utilizou-se uma temperatura inicial de 28°C para dar condigcdes
plenas e ideais de germinagdo a todas as sementes e as diferencas no
recrescimento de coledptilo entre gendtipos significam que estes diferiram na

capacidade das sementes recuperarem rapidamente o processo de germinacao
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apos um periodo de frio. Ja a dificuldade de discriminacdo entre os efeitos da
temperatura baixa e do vigor das sementes, independentes da temperatura,
podem ter comprometido os resultados referentes ao indice de germinacgéo
(Figura 1.1). Conforme Miedema (1982), a comparagdo do crescimento em
temperatura baixa em relagio a temperatura normal deve apresentar uma melhor
estimativa da resposta ao frio, que foi justamente o que foi avaliado na
porcentagem de reduc&o no comprimento do coledptilo pelo frio neste trabalho
(Figura 1.3). A porcentagem de sementes com coledptilo superior a 5 mm, apesar
de se correlacionar com esta ultima, néo foi obtida por meio da comparagéo com
a situagao controle e, por isso, pode apresentar os mesmos problemas relativos
ao indice de germinacdo. Além disso, n&o distinguiu o sensivel IR 8 dos
tolerantes (Figura 1.2).

Assim, tanto na porcentagem de reducédo no comprimento do coledptilo
pelo frio como no recrescimento, os efeitos de qualidade do lote de sementes
foram minimizados e por isso s&o as caracteristicas mais indicadas para avaliar a
tolerancia ao frio na germinacdo, devendo ser utilizadas em conjunto por
provavelmente avaliarem diferentes aspectos da tolerancia ao frio.

Com base nestas duas caracteristicas, pode-se verificar que, de fato,
as testemunhas tolerantes foram superiores aos demais gendtipos, porém o
mesmo nado € verdadeiro para a testemunha sensivel IR 8 que n&o foi inferior aos
demais, pois apresentou comportamento intermediario ou superior a muitos deles
(Figuras 1.3 e 1.4). Foi verificado que genétipos do grupo Indica geralmente
necessitam de temperatura mais elevada para germinar que os Japbnica e o
mesmo € verdadeiro para gendtipos sensiveis ao fotoperiodo em relacédo a

gendtipos insensiveis (Oka, 1959 apud Takahashi, 1984), indicando uma maior
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sensibilidade a temperatura baixa de genétipos Indica e sensiveis ao fotoperiodo.
O IR 8, apesar de ser pertencente ao grupo Indica, € insensivel ao fotoperiodo e,
talvez por isso, seu comportamento tenha sido intermediario quando comparado
a outros gendtipos Indica ou mesmo Japbnica sensiveis ao fotoperiodo.

A variacdo constatada entre os gendtipos de arroz estudados no que
se refere as caracteristicas de tolerancia ao frio avaliadas era esperada, devido
as suas diferentes origens. No entanto, mesmo considerando gendtipos com
origem em comum, foi verificada variabilidade para tolerancia ao frio na
germinacéo. Este foi o caso dos gendtipos BR-IRGA 409 e BR-IRGA 410,
derivados do mesmo cruzamento, mas que apresentaram comportamentos
distintos com relagdo as caracteristicas de porcentagem de reducdo no
comprimento e recrescimento do coledptilo, sendo o primeiro sensivel e o
segundo tolerante (Figuras 1.3 e 1.4).

Também observou-se a existéncia de variabilidade para tolerancia ao
frio dentro de cada grupo. Considerando-se a porcentagem de redugdo no
comprimento do coledptilo, os genétipos Japonica Quilla 64117, Koshihikari e
Diamante foram tolerantes e os genétipos INIA Tacuari, Puntal e El Paso 227, do
mesmo grupo, se mostraram sensiveis. Dentre os pertencentes ao grupo Indica,
as cultivares BR-IRGA 410 e BR-IRGA 409 se mostraram tolerante e sensivel,
respectivamente (Figura 1.3). Da mesma forma, no que se refere ao
recrescimento do coledptilo foram observados gendtipos Japodnica tolerantes
como Diamante, Quilla 64117 e Quilla 66304 e sensiveis, como El Paso 227 e
Frances; e gendtipos Indica moderadamente tolerantes, como IRGA 416 e IR 8 e
sensiveis como El Paso 144 e BR-IRGA 409 (Figura 1.4). Conforme Yoshida

(1981a), apesar da generalizagdo do grupo Japdnica como mais tolerante que o
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Indica, neste Gltimo existem genétipos com igual ou até maior tolerancia ao frio. A
existéncia de variabilidade para tolerancia ao frio no grupo Indica é
extremamente interessante sob o ponto de vista do melhoramento, pois permite
que genotipos deste grupo sejam usados como fonte de tolerancia, evitando os
problemas de esterilidade existentes nos cruzamentos com gendtipos Japonica
bem como a transferéncia de caracteres indesejaveis para os Indica adaptados.
Neste sentido, o gendtipo BR-IRGA 410 poderia ser destacado como uma
possivel fonte, ao menos intermediaria, de tolerancia ao frio na germinagao
dentro do grupo Indica, como evidenciado pelo seu comportamento com relagéo

a porcentagem de redugéo no comprimento do coledptilo pelo frio.

1.4. CONCLUSOES

As caracteristicas de porcentagem de redugdo no comprimento e
recrescimento do coleéptilo sdo mais adequadas e se complementam na
avaliagdo da tolerancia ao frio na germinac3o.

Ha variabilidade para tolerancia ao frio na germinagcao entre os
gendtipos estudados, e os maiores niveis de tolerancia s3o observados em
genodtipos pertencentes ao grupo Japénica, destacando-se o Diamante e o Quilla
64117.

Entre os gendtipos Indica estudados, a cultivar BR-IRGA 410
apresenta maior grau de tolerancia ao frio pela baixa porcentagem de reducéo no

comprimento do coledptilo.



CAPITULO II

CAPACIDADE COMBINATORIA DE GENOTIPOS DE ARROZ PARA

TOLERANCIA AO FRIO NA GERMINAGAO

2.1. INTRODUCAO

A temperatura baixa é provavelmente um dos estresses ambientais
mais comuns durante a germinacdo em culturas de verdo semeadas
precocemente (Blum, 1988). O processo de germinacéo em arroz é afetado por
temperaturas abaixo de 20°C, as quais podem causar diminuicdo na velocidade e
porcentagem de germinac&o ou até mesmo impedi-la (Nishiyama, 1976 apud
Maya, 1988). A temperatura baixa neste periodo ndo reduz apenas a germinacao
como também afeta o crescimento subsequente da plantula em termos de taxa e
acumulo de matéria seca. Além disso, sementes que germinam sob temperatura
baixa estdo mais sujeitas a infeccéo por patégenos de solo (Blum, 1988).

Problemas ocasionados pela temperatura baixa no periodo de
germinagéo do arroz tém sido relatados em paises como EUA, Senegal, Coréia
do Sul, India, Nepal e Chile, quer seja pela latitude ou altitude elevada (Jones &
Peterson, 1976; Chung, 1979; Hamdani, 1979; Coly, 1980; Srinivasulu & Vergara,
1988; Alvarado & Grau, 1991; Sthapit & Wilson, 1992). No Rio Grande do Sul

(RS), a temperatura média minima no més de outubro é de 12°C (Oliveira, 1997)
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€ por isso, a semeadura antecipada nem sempre € Vviabilizada, pois
freqlentemente resulta em emergéncia irregular e baixa populacdo de plantas
(Souza, 1990). De acordo com Terres (1991), o frio na fase inicial da cultura afeta
diretamente o custo de produgéo e indiretamente o rendimento de gréaos.

A tolerancia ao frio na germinagdo é a Unica forma de garantir o
estabelecimento rapido e uniforme da lavoura de arroz em anos frios, uma vez
que as praticas culturais ndo sdo suficientes para minimizar o problema. As
fontes de tolerancia utilizadas nos programas de melhoramento sdo, na sua
maioria, provenientes de outros paises e pertencentes ao grupo Japbnica, e tém
servido como doadoras em cruzamentos com gendtipos Indica adaptados e com
boa qualidade de gréos. Neste processo, a obtenc&o de gendtipos recombinantes
superiores depende da organizagdo dos genes de tolerancia, do modo de agéo
génica e da capacidade de combinag&o entre os genitores. Assim, a escolha dos
genitores mais adequados para uso em cruzamentos visando a selecdo de
gendtipos com tolerancia ao frio na germinagéo € de extrema importancia, pois
dela dependerd o sucesso futuro na obtencdo de combinagdes génicas
superiores.

A analise da capacidade combinatéria tem sido amplamente usada no
melhoramento para testar o desempenho de genotipos em combinacdes hibridas
€ para caracterizar a natureza e magnitude de agéo génica (Kaw et al., 1986). Em
arroz, os poucos trabalhos de andlise dialélica da tolerancia ao frio nos periodos
iniciais sdo relativos ao vegetativo (Li & Rutger, 1980; Datta & Siddiq, 1983; Kaw
& Khush, 1986; Kaw et al, 1986). A tolerancia ao frio neste periodo, avaliada por
meio da descoloracdo foliar e estatura de planta, foi associada a tolerancia na

germinacao (Takahashi, 1984; Sasaki, 1977 apud Takahashi, 1997). Através de
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uma analise da capacidade combinatéria de 21 genodtipos de arroz de diferentes
origens, Kaw et al. (1986) relataram predominancia da acao geénica aditiva na
tolerancia ao frio medida por meio da descoloragao foliar. O mesmo foi observado
por Datta & Siddiq (1983) ao avaliar esta caracteristica em 36 hibridos Fi e oito
genitores. Porém, quando avaliaram a tolerancia ao frio por meio da redugéo na
estatura e peso de plantulas e no comprimento de raizes concluiram que a nao-
aditividade teve maior importancia, como revelado pelas maiores estimativas de
variancia devido a capacidade especifica de combinagéo. Kaw & Khush (1986)
avaliaram a toleréncia ao frio através de varias caracteristicas e verificaram
preponderancia da agdo génica aditiva para a estatura de plantula e da nao-
adtividade para o coeficiente de emergéncia. A estatura de plantula também foi
utilizada como indicativo da tolerancia ao frio em um estudo dialélico conduzido
com as geracdes F; e F, e os resultados indicaram que, apesar de ambos efeitos
aditivos e n&o-aditivos estarem envolvidos, a aditividade foi mais consistente nas
duas geragbes avaliadas (Li & Rutger, 1980).

Todos estes trabalhos foram conduzidos sob condices controladas,
em que diferentes temperaturas foram empregadas em cada estudo €, como se
observou, resultados variaveis foram relatados dependendo da caracteristica e
temperatura utilizada. De acordo com Datta & Siddiq (1983), a natureza de acdo
génica varia conforme os componentes de tolerancia ao frio avaliados.

Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivos determinar as
capacidades geral (CGC) e especifica de combinagéo (CEC) para tolerancia ao
frio na germinagéo em seis gendtipos de arroz, de forma a auxiliar na escolha de

genitores, e verificar o tipo de ag&o génica predominante para o carater.
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2.2. MATERIAL E METODOS
Seis gendtipos de arroz (Tabela 2.1) com diferentes reacoes ao frio no
periodo de germinagdo foram cruzados na forma de um dialélico parcial. Os
cruzamentos reciprocos nao foram realizados por ndo haver indicacbes de

heranca materna para este carater (Sasaki, 1977 apud Takahashi, 1997).

TABELA 2.1. Genealogia, reagio ao frio e grupo dos seis gendtipos de arroz
utilizados no estudo da capacidade combinatéria para tolerancia
ao frio na germinacédo. UFRGS, 2001.

Genétipo Genealogia Reacg3o ao frio Grupo
Quilla 64117 Delta/Oro tolerante* Japonica
Quilla 66304 Cesariot/Oro tolerante* Japénica
Diamante Agostano/P6//Blue Rose/RB2/BALILLA tolerante* Japdnica
IRGA 417 NEWREX/IR19743-25-2-2//BR-IRGA 409 sensivel* Indica
BRS 7 - Taim desconhecida sensivel** Indica
IR8 PETA/DEE-GEO-WOO-GEN sensivel* Indica
* Maya (1988)

** Cruz & Milach (1999a,1999b)

Os 15 hibridos e os seis genitores foram avaliados com relacao a
tolerancia ao frio na germinagdo (13°C), conforme determinado anteriormente
(Capitulo 1), em dois experimentos conduzidos sob temperatura controlada no
Laboratorio de Sementes do Departamento de Plantas de Lavoura da UFRGS, no
ano de 1999. Em ambos os experimentos as sementes foram desinfestadas em
alcool 70% por 30 segundos, hipoclorito de sddio por 20 minutos seguido de seis

lavagens com agua destilada estéril.

2.2.1. Experimento |
As sementes desinfestadas dos genitores e dos hibridos F, foram

postas para germinar em placas de Petri contendo papel germinador umedecido
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com agua destilada estéril, tendo sido colocadas 20 sementes por placa para os
genitores e 10 para os hibridos F;. A germinacéo foi realizada sob duas
condi¢Ges distintas de temperatura: 13°C por 28 dias (frio) e 28°C por sete dias
(controle). Em cada temperatura, o experimento foi conduzido no delineamento
de blocos casualizados com trés repeticdes, onde os blocos constituiram
diferentes alturas na camara de germinagao e cada repeticdo consistiu na média
das sementes na placa de Petri.

Ao término do periodo de germinacdo estabelecido para as duas
situagoes, as sementes foram avaliadas quanto ao comprimento do coledptilo,
sendo os dados finais expressos como porcentagem de redugdo no comprimento
do coledptilo pelo frio em relagdo a situagdo controle. Para isso, os valores de
comprimento do coledptilo avaliados em cada repeticdo na situacéo de frio foram
comparados a meédia das trés repeticdes para os mesmos genotipos e hibridos na

situacao controle.

2.2.2. Experimento Il

As sementes desinfestadas dos genitores e hibridos F; foram
embebidas em agua destilada estéril por 20 horas e apos foram dispostas em
papel germinador plissado umedecido com agua destilada estéril. Em cada dobra
do papel foram dispostas dez sementes, tomando-se o cuidado de coloca-las com
0 lado onde se encontra o embrido voltado bara cima. O experimento foi
conduzido no delineamento completamente casualizado com trés repeticoes,
sendo a meédia das sementes em cada dobra do papel considerada uma
repeticao, tanto para os genitores como para os hibridos Fi. O papel germinador

plissado foi mantido dentro de uma bandeja coberta com filme plastico na camara
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de germinagdo. A temperatura inicial utilizada foi a de 28°C por dois dias para
que o processo de germinagéo tivesse inicio. A seguir, a temperatura da camara
foi alterada para 13°C, permanecendo por mais trés dias. Apés este periodo de
frio, as sementes foram avaliadas quanto ao comprimento do coledptilo e em
seguida voltaram & camara de germinag&o com temperatura de 28°C por mais
dois dias. Ao término deste periodo, o comprimento do coledptilo das sementes
foi medido novamente. Os dados finais consistiram na diferenca entre a segunda
medicdo e a primeira, ou seja, no recrescimento do coledptilo sob temperatura

normal, apos o periodo de frio.

2.2.3. Analise estatistica

Os dados de porcentagem de redugdo no comprimento do coledptilo
(Experimento 1) e recrescimento do mesmo (Experimento Il) apresentaram
distribuicdo normal e foram diretamente submetidos & andlise de variancia e
comparacao de médias pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade.

A analise dialélica foi realizada conforme Griffing (1956), considerando
0 modelo fixo e o método 2, que estima os efeitos das capacidades geral e
especifica de combinagdo com p(p+1)/2 combinacdes, sem os hibridos F4
reciprocos. O modelo de Griffing considera que:
Yi=m+gi+ g+ s;+e;
onde:
Yjj = valor médio da combinagao hibrida (i%j) ou do genitor (i=j)
m = média geral
gi.g; = efeito da capacidade geral de combinagdo do i-ésimo e do j-ésimo genitor

s;j = efeito da capacidade especifica de combinagdo para os genitores i e j
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€; = erro experimental médio
Os componentes quadraticos para o modelo fixo adotado foram
estimados conforme Cruz & Regazzi (1994):
0 =QMG-QMR /p + 2
¢s = QMS - QMR
onde:
¢y = componente quadrético associado & capacidade geral de combinagdo (CGC)
¢s = componente quadrético associado & capacidade especifica de combinagéo
(CEC)
QMG = quadrado médio da CGC
QMR = quadrado médio do residuo
QMS = quadrado médio da CEC

p = numero de genitores envolvidos no dialélico

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de variancia realizada para ambas as variaveis demonstrou
que os genitores diferiram entre si com relagdo & capacidade geral de
combinacdo (CGC) e que os hibridos apresentaram distintas capacidade
especifica de combinagéo (CEC) (Tabela 2.2). A significancia das CGC e CEC
evidenciou também a existéncia de agdo génica aditiva e n3o-aditiva entre os
gendtipos estudados com relagéo a porcentagem de reducdo no comprimento do
coledptilo e recrescimento do mesmo.

No modelo fixo, os componentes quadraticos expressam a
variabilidade genética do material estudado em termos de CGC e CEC (Cruz &

Regazzi, 1994). Pela magnitude do componente quadratico associado a CEC, a
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nao-aditividade parece ser relativamente mais importante que a aditividade para
as duas caracteristicas entre os genétipos avaliados (Tabela 2.2). No entanto, o
quadrado médio da CGC foi de maior magnitude que o da CEC para ambas as
caracteristicas, principalmente para a porcentagem de reducdo no comprimento
do coledptilo (Tabela 2.2), indicando que a afirmativa anterior talvez nao seja
real. A forma de calculo do componente quadratico associado & CGC pode ser a

provavel causa da sua menor magnitude em relagio ao associado & CEC.

TABELA 2.2. Analise de variancia para porcentagem de redugdo no comprimento
do coledptilo pelo frio (REDCOL) e recrescimento do coledptilo
(RECRESC), conforme o método de Griffing (1956), em um dialélico
parcial entre seis genétipos de arroz e seus hibridos F;. UFRGS,

2001.
REDCOL RECRESC
Causas de
Variagao GL QM F GL QM F

Tratamento 20 70,64 8,75 20 5,38 10.55™
CGC D 122,52 15,18** 5 6,49 12 73
CEC 15H 53,35 6,61** 15 5,01 9.,82*
Residuo 40 8,07 42 0,51

by 14,31 0,75

oS 45,28 4,50

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
® Componente quadratico associado a capacidade geral de combinagio (CGC)
® Componente quadratico associado & capacidade especifica de combinagéo (CEC)

As médias dos genitores e hibridos F para a porcentagem de reducéo
no comprimento do coledptilo podem ser visualizadas na Tabela 2.3. Cabe notar
que os valores s&o inversamente proporcionais & tolerancia, de forma que quanto
maior a porcentagem de redugdo no comprimento do coledptilo, menor é a
tolerancia ao frio do gendtipo na germinacdo. A porcentagem de reducdo no
comprimento do coledptilo pelo frio foi superior a 50% para todos os genotipos e

hibridos avaliados e, entre os genitores, a maior reducéo foi observada no
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gendtipo sensivel IR 8 e a menor no tolerante Quilla 66304. Os hibridos F,
apresentaram valores variando desde 84,9% no cruzamento entre os sensiveis
BRS 7 - Taim e IR 8 a 50,6% no cruzamento entre o sensivel BRS 7 - Taim e o

tolerante Quilla 66304 (Tabela 2.3).

TABELA 2.3. Médias de porcentagem de redugdo no comprimento do coledptilo
dos seis gendtipos genitores e seus hibridos Fi. UFRGS, 2001.

IRGA 417 BRS 7-Taim IR8 Quilla 64117 Quilla 66304 Diamante
IRGA 417 64,4 cd 61,2cf* 68,7 bc 50,7 g 53,9e-g 64,5cd
BRS 7-Taim 68,6 bc 849a 533eg 506¢g 52,6 fg
IR 8 748b  676b-d 621ce 638cd
Quilla 64117 64,4 cd 62,4ce 64,1cd
Quilla 66304 542e-g 66,8b-d
Diamante 58,5 d-g

Médias seguidas pela mesma letra néo diferem entre si pelo teste de Duncan (« = 0,05).
* O hifen indica a presenca de outras letras em seqiiéncia.

Os cruzamentos sensivel x tolerante BRS 7 - Taim X Quilla 64117, BRS
7 - Taim x Quilla 66304, BRS 7 - Taim x Diamante, IRGA 417 x Quilla 64117 e
IRGA 417 x Quilla 66304, e sensivel x sensivel BRS 7 - Taim x IRGA 417
evidenciaram presenca de heterose para tolerancia, pois a média da geraczo F;
foi inferior a dos genitores envolvidos no cruzamento. J& nos cruzamentos BRS 7
- Taim x IR 8 (sensivel x sensivel) e Quilla 66304 x Diamante (tolerante x
tolerante) a heterose foi no sentido da sensibilidade, pois a F; apresentou menor
tolerancia (maior média) que os genitores com relacéc a porcentagem de reducdo
no comprimento do coleéptilo (Tabela 2.3).

Estes resultados também sdo evidenciados através das estimativas
dos efeitos da CEC dos cruzamentos para a porcentagem de reducdo no

comprimento do coledptilo pelo frio (Tabela 2.4). Os valores negativos indicam
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contribuic&o para tolerancia ao frio na germinagéo, ou seja, menor reducdo no
comprimento do coledptilo, e os positivos tendéncia a sensibilidade. Assim, os
cruzamentos entre o gendtipo BRS 7 - Taim e os trés tolerantes, e entre o IRGA
417 e o tolerante Quilla 64117 apresentaram efeito negativo de CEC altamente
significativo (Tabela 2.4), demonstrando existéncia de heterose para tolerancia
ao frio, como verificado pelas médias de porcentagem de reducdo no
comprimento do coledptilo (Tabela 2.3). Da mesma forma, nos cruzamentos BRS
7 - Taim x IR 8 e Quilla 66304 x Diamante a significancia dos efeitos positivos da
CEC (Tabela 2.4) indicou presenca de heterose para sensibilidade ao frio na
germinagao, como evidenciado anteriormente pelas médias destes cruzamentos
(Tabela 2.3). Correlagbes altamente significativas (0,86™*) foram obtidas entre as
estimativas da CEC e o desempenho dos cruzamentos, o que indica que este

pode ser usado para predizer a CEC dos mesmos.

TABELA 2.4. Efeito das capacidades geral (CGC) e especifica de combinagéo
(CEC) de seis gendétipos genitores de arroz e seus hibridos F1 para
a porcentagem de redugéo no comprimento do coledptilo. UFRGS,
2001.

IRGA 417 BRS 7-Taim IR8 Quilla Quilla  Diamante CGC
64117 66304

IRGA 417 4,31 -0,39 0,00 -928* -324 4,29 -1,20
BRS 7 - Taim 5,51 14,70 -8,18™ -8,04™ -911* 0,30
IR8 -2,51 -0,99 -3,65 -5,03 7,42
Quilla 64117 454 5,37 4,00 -1,31
Quilla 66304 0,01 9,53  4,15*
Diamante -1,84 -1,07

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

Os efeitos relativos & CGC foram significativos apenas para dois

genitores, sendo negativo para o Quilla 66304 e positivo para o IR 8, indicando
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que eles s&o superior e inferior, respectivamente, aos demais gendtipos incluidos
no dialelo com relagdo ao comportamento médio dos cruzamentos para a
redugdo no comprimento do coledptilo pelo frio (Tabela 2.4). Apesar da
correlagao altamente significativa (0,89™*) entre as estimativas de CGC (Tabela
2.4) e o desempenho dos genitores (Tabela 2.3), o uso deste ultimo como critério
de selegéo dos gendtipos com melhor CGC ndo se aplica no caso do Diamante,
Que apesar de nao diferir do Quilla 66304 com relacdo a porcentagem de
reducdo no comprimento do coledptilo (Tabela 2.3), ndo apresentou significancia
do efeito de CGC (Tabela 2.4).

O comportamento dos genitores e dos seus hibridos F; para o
recrescimento do coledptilo encontra-se na Tabela 2.5. Valores superiores para o
recrescimento indicam que a germinacdo foi rapidamente retomada apés o

periodo de frio e, por isso, maior tolerancia.

TABELA 2.5. Médias de recrescimento do coledptilo dos seis genétipos genitores
e seus hibridos F;. UFRGS, 2001.

IRGA 417 BRS 7-Taim IR 8 Quilla 64117 Quilla 66304 Diamante
IRGA 417 5,7 c* 4,9 e-g 3,7 fg 5,2 d-g 52d-g 29g
BRS 7-Taim 5,8 c-f 31g 3,7 fg 3,6 fg 51d-g
IR8 83b 59 cf 42 e-g 5,0d-g
Quilla 64117 10,8 a 6,3 b-e 7,7 bc
Quilla 66304 158 40 e-g
Diamante 7,3 b-d

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (o = 0,05).
* O hifen indica a presenca de outras letras em seqiiéncia.

Pela comparagéo de médias, os genitores Quilla 66304 e Quilla 64117
apresentaram recrescimento superior aos demais, seguidos pelo IR 8, que nédo

diferiu do Diamante e, por fim os gendtipos IRGA 417 e BRS 7 - Taim, que
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apresentaram o menor recrescimento entre os genitores, ndo diferindo do
Diamante (Tabela 2.5).

O recrescimento do coledptilo observado nos hibridos F1 variou desde
2,9 mm até 7,7 mm, e foi inferior ao dos genitores tolerantes Quilla 66304 e Quilla
64117 e ao do genitor sensivel IR 8 (Tabela 2.5).

Todos os cruzamentos apresentaram heterose na direcdo da
sensibilidade, pois a média de recrescimento do coledptilo da geragdo F; foi
inferior a de ambos os genitores, com excecdo do cruzamento entre os tolerantes
Quilla 64117 e Diamante, cuja F, foi intermediaria, porém nao diferiu do gendtipo
Diamante (Tabela 2.5).

As estimativas de CEC dos cruzamentos para esta caracteristica
refletem este resultado, sendo que praticamente todas tém valores negativos, o
que indica diminuicdo no recrescimento do coledptilo (Tabela 2.6). Apenas os
cruzamentos BRS 7 - Taim x IRGA 417, BRS 7 - Taim x Diamante e Quilla 64117
x Diamante apresentaram valores positivos para os efeitos da CEC, no entanto

nenhum deles foi significativo.

TABELA 2.6. Efeito das capacidades geral (CGC) e especifica de combinacao
(CEC) de seis genctipos genitores de arroz e seus hibridos F1 para
o recrescimento do coledptilo. UFRGS, 2001.

IRGA 417 BRS 7-Taim IR 8 Quilla Quilla  Diamante CGC
64117 66304

IRGA 417 1,66 1,02 -0,99 -0,98 -0,47 -1,89* -0,83*
BRS 7 - Taim 2,08 -1,43* -232* -191* 047 -1,00*
IR 8 296  -0,93 -2,12™* 0,44 -0,18
Quilla 64117 2,48 1,51 0,77 1,30*
Quilla 66304 4,21 -2,42** 0,79*
Diamante 1,76 -0,08

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
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A correlagcdo entre os efeitos da CEC e o desempenho dos hibridos
com relagdo & média de recrescimento do coledptilo foi significativa (0,61*),
porém a magnitude nZo foi elevada demonstrando que, apesar do desempenho
dos hibridos poder ser usado como indicativo da CEC, isto deve ser feito com
cautela.

Com base na significancia das estimaticas da CGC, os genitores Quilla
64117 e Quilla 66304 podem ser indicados como os mais favoraveis para
proporcionar maior recrescimento do coledptilo e os sensiveis IRGA 417 e BRS 7
- Taim s&o os que contribuem para a diminuicdo do carater (Tabela 2.6). Uma
correlagdo altamente significativa (0,95**) foi verificada entre o efeito da CGC
(Tabela 2.6) e o desempenho dos genitores (Tabela 2.5), podendo-se concluir
que para os gendtipos estudados o desempenho per se em termos de
recrescimento do coledptilo € um bom indicativo da sua CGC.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que tanto a acdo génica
aditiva como a nao-aditiva estdo envolvidas na heranca da tolerancia ao frio na
germinacéo entre os gendtipos de arroz estudados, avaliada aqui como
porcentagem de redugdo no comprimento e recrescimento do coledptilo. Em
estudos dialélicos referentes & tolerancia ao frio nos periodos vegetativo e
reprodutivo do arroz, porém, os efeitos génicos nao-aditivos foram mais
importantes que os aditivos (Datta & Siddiq, 1983; Kaw & Khush, 1987). De
acordo com Cruz & Regazzi (1994), em materiais submetidos 3 selecao prévia ha
uma reducgao no diferencial para efeitos aditivos e a importancia dos efeitos nao-
aditivos, consequentemente, aumenta. Neste estudo, os genitores tolerantes sdo
provenientes do Chile, onde a selegédo para tolerancia ao frio na germinacao tem

sido sistematicamente realizada, enquanto os demais ndo foram submetidos a
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qualquer selecdo prévia para o cardter. Isto pode ter contribuido para a
importancia de ambas agdes génica néo-aditiva e aditiva, respectivamente, com
relacdo as caracteristicas de tolerancia ao frio avaliadas.

Também ficou evidenciado, para ambas as caracteristicas, que o
desempenho per se dos hibridos e genitores foi um bom indicativo de seus
efeitos de CEC e CGC, respectivamente. Os efeitos de CEC dos hibridos nao
dependeram do nivel de CGC dos genitores envolvidos para nenhuma das
caracteristicas estudadas, pois apesar destes ultimos diferirem com relacéo a
CGC (Tabela 2.6), nenhuma combinacao hibrida superior foi observada para o
recrescimento do coledptilo (Tabelas 2.5 e 2.6). No caso da porcentagem de
reducéo no comprimento do coledptilo, entre as quatro combinacdes hibridas com
efeitos significativos de CEC na direczo desejada, apenas aquela entre BRS 7 -
Taim e Quilla 66304 envolveu um genitor com boa CGC (Tabela 2.4). Este
cruzamento deve ser promissor para a obtencdo de segregantes transgressivos
desejaveis.

Entre as duas caracteristicas avaliadas, no recrescimento do coledptilo
além de nao se ter obtido hibridos com CEC na direcdo da tolerancia, os efeitos
das CGC foram relativamente semelhantes entre os genitores (Tabela 2.6). Ja
para a porcentagem de reducéo no comprimento do coledptilo foram observadas
combinacdes hibridas de interesse e maiores diferencas nas CGC dos genitores
(Tabela 2.4). Neste sentido, talvez esta caracteristica seja melhor para predizer a
tolerancia ao frio dos genétipos na germinacso e, segundo Datta & Siddiq (1983),
pelo fato de ser decorrente da comparagio entre as situagbes de frio e controle,
ela apresenta a vantagem de permitir o estudo dos componentes genéticos da

tolerancia per se ao invés do préprio carater sob estresse. No entanto, seu uso
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na selegdo para tolerancia ao frio na germinacdo em populagdes segregantes é
possivel apenas em geracdes avancadas, pois requer que um mesmo gendtipo
seja exposto a duas situacdes de temperatura.

As estimativas de CEC e CGC dependeram da caracteristica avaliada,
mas, apesar disso, 0 genétipo Quilla 66304 destacou-se como superior em
relagéo aos efeitos de CGC para ambas as caracteristicas sendo, portanto, o
mais indicado para aumentar a tolerancia ao frio na germinagao em arroz entre

0s genotipos estudados.

2.4. CONCLUSOES
A tolerancia ao frio na germinagcdo em arroz, expressa como
porcentagem de redugdo no comprimento do coleodptilo e recrescimento do
mesmo, €& herdavel, e tanto a agdo génica aditiva como a ndo-aditiva sdo
importantes entre os genétipos estudados.
O gendtipo Quilla 66304 é o mais indicado como genitor em

cruzamentos que visem aumentar a tolerancia do arroz ao frio na germinacao.



CAPITULO Ill

HERANCA DA TOLERANCIA AO FRIO NA GERMINAGAO EM ARROZ

3.1. INTRODUCAO

Temperaturas baixas na fase de semeadura prejudicam a capacidade
e uniformidade de germinag&o do arroz no Rio Grande do Sul (RS), diminuindo o
estande inicial e elevando o custo de producéo da lavoura.

Ha variabilidade na espécie Oryza sativa L. para tolerancia ao frio
neste periodo, e, de forma geral, tem sido observado que gendtipos do grupo
Japdnica apresentam maior capacidade e velocidade de germinagdo sob
temperatura baixa que os do grupo Indica (Nagamatsu, 1942 apud Takahashi,
1984).

Os estudos relativos as bases genéticas da tolerancia ao frio na
germinacéo em arroz s30 escassos e as principais informagdes disponiveis sdo
provenientes dos estudos de Sasaki et al. (1973) apud Sthapit & Witcombe
(1998) e Sasaki (1977) apud Takahashi (1997). Os resultados obtidos indicaram
que a capacidade de germinacdo do arroz em temperatura baixa foi controlada
por quatro ou mais genes dominantes e que efeitos génicos aditivos e
dominantes estavam envolvidos. A possibilidade de ocorréncia de segregacao

transgressiva, dependendo dos genétipos genitores, também foi relatada, assim
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como a auséncia de efeito materno. Mais recentemente, Sthapit & Witcombe
(1998) avaliaram a taxa de germinacgéo de familias Fs submetidas a 17°C por sete
dias e obtiveram herdabilidade elevada para o carater, a qual variou entre 0,7 e
0,9.

A relacéo entre a tolerancia ao frio na germinagdo e a tolerancia no
periodo vegetativo também foi investigada. De acordo com Sasaki (1977) apud
Takahashi (1997), gendtipos com alta capacidade de germinacdo em temperatura
baixa apresentaram crescimento répido e maior aumento no nimero de folhas. A
tolerancia a clorose em plantulas submetidas ao frio também foi associada com a
maior tolerancia na germinagéo (Takahashi, 1984), porém quando avaliada como
porcentagem de sobrevivéncia de plantulas, ndo houve correlagao entre estes
periodos de desenvolvimento (Bertin et al., 1996).

A tolerancia a temperatura baixa no periodo vegetativo, quando
avaliada por meio do amarelecimento de folhas, apresentou base genética
simples, tendo sido relatado um gene dominante de tolerancia a descoloragéo
foliar (Kwak et al., 1984; Shahi & Khush, 1986: Nagamine & Nakagahra, 1991).
Os efeitos génicos em cruzamentos entre gendtipos tolerantes e sensiveis
avaliados quanto ao amarelecimento foram predominantemente aditivos, sendo a
dominancia significativa apenas para um cruzamento e a epistasia ausente,
indicando possibilidade de selecdo em geracoes precoces (Li, 1978). Kaw et al.
(1986) também obtiveram predominancia da acdo génica aditiva para o mesmo
carater, assim como Li & Rutger (1980), que avaliaram a tolerancia ao frio por
meio da estatura de plantula e relataram herdabilidade moderada a alta para o

carater. Ja Datta & Siddiq (1983), avaliando a reduco na estatura, comprimento
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de raiz e peso de plantulas relataram a ndo-aditividade como o principal efeito na
tolerancia ao frio dos gendtipos.

Até o momento, ndo ha informagdes a respeito da genética da
tolerancia ao frio nos periodos iniciais para genétipos brasileiros de arroz, a qual
€ de fundamental importancia para a definicdo dos melhores métodos e
estratégias de melhoramento a serem adotados. No RS, a selecdo de gendtipos
tolerantes tem sido feita através da semeadura no inicio de outubro, quando a
probabilidade de ocorréncia de temperaturas abaixo de 20°C & maior (Terres,
1991). No entanto, a imprevisibilidade da ocorréncia do estresse em condicoes
de campo, aliada a interagio com outros fatores climaticos e fungos de solo pode
diminuir a eficiéncia de selecdo (Blum, 1988).

A avaliag@o da capacidade de germinagéo do arroz sob temperatura
baixa em condigbes controladas (Sthapit & Wilson, 1992; Bertin et al., 1996;
Sthapit & Witcombe, 1998), tem permitido diferenciar gendtipos tolerantes de
sensiveis por meio de caracteristicas como taxa de germinagdo e numero de dias
para 50% de germinag&o. O uso destas metodologias para o estudo da genética
da tolerancia ao frio na germinagéo permite maior precisdo e confiabilidade nos
resultados obtidos, porém as caracteristicas avaliadas nao sao adequadas para a
avaliagdo da germinacdo em geragdes segregantes dos tipos F, e
retrocruzamentos, em que as sementes tem que ser avaliadas individualmente. A
avaliagdo do recrescimento do coledptilo de sementes apds um periodo de
temperatura baixa, possibilitou diferenciar 24 genétipos de arroz quanto a
tolerancia ao frio na germinagéo (Cruz & Milach, 1999a), mostrando ser possivel

0 seu uso no estudo genético de geragdes segregantes.
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Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi a determinacdo da
heranca e da herdabilidade da tolerancia ao frio na germinagéo por meio do

recrescimento do coleoptilo apds um periodo de frio.

3.2. MATERIAL E METODOS

Cinco genétipos de arroz foram utilizados neste estudo, sendo trés
pertencentes ao grupo Japdnica e provenientes do Programa de Melhoramento
Genético do INIA — Quilamapu, no Chile, e duas cultivares locais, sendo uma
proveniente do Programa de Melhoramento Genético do IRGA e a outra do
Programa de Melhoramento Genético da EMBRAPA Clima Temperado, ambas do
grupo Indica (Tabela 3.1). Estes gendtipos foram selecionados por diferirem
quanto a tolerancia ao frio, avaliada pelo recrescimento do coledptilo, sendo os
gendtipos Japdnica considerados tolerantes e os Indica, sensiveis. (Cruz &

Milach, 1999a; Capitulo I).

TABELA 3.1. Genealogia e grupo dos cinco genétipos de arroz utilizados no
estudo da heranca e herdabilidade da tolerancia ao frio na
__germinagdo. UFRGS, 2001.

Genotipo Genealogia Grupo
Quilla 64117 Delta/Oro Japoénica
Quilla 66304 Cesariot/Oro Japénica
Diamante Agostano/P6//Blue Rose/RB2/BALILLA Japénica
IRGA 417 NEWREX/IR19743-25-2-2//BR-IRGA 409 Indica
BRS 7 - Taim desconhecida Indica

No ano de 1998, foram realizados cruzamentos entre os genodtipos
tolerantes e sensiveis na Estacdo Experimental do Instituto Riograndense do
Arroz (IRGA), em Cachoeirinha, RS, para a obtengdo da geracdo F;. No ano

seguinte, a gerag&o F, foi semeada juntamente com os genétipos genitores para
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obtencao da geragéo F; e realizagéo dos retrocruzamentos dos individuos F. com
os dois genitores para a obteng&o das geragdes RC/F; e RC,F;,.

A avaliagdo da tolerancia ao frio na germinagéo foi realizada através
de experimentos conduzidos separadamente para cada populagao no Laboratdrio
de Sementes do Departamento de Plantas de Lavoura da UFRGS, em 2000. Em
cada experimento, as sementes dos genitores e geragodes F,, F2, RC4F; e RC,F,
foram embebidas em &lcool 70% por 30 segundos para o rompimento da tenséo
superficial, seguida de imers&o em hipoclorito de sédio 5% por 20 minutos para a
desinfestacdo. Apds seis lavagens com agua destilada estéril, as sementes foram
mantidas em agua estéril por 20 horas em temperatura de 28°C para 0 processo
de absor¢do de agua. Depois deste periodo, elas foram dispostas em papel
germinador plissado umedecido com agua destilada estéril. Em cada dobra do
papel foram dispostas dez sementes, tomando-se o cuidado de coloca-las com o
lado onde se encontra o embri&o voltado para cima. O papel germinador plissado
foi mantido dentro de uma bandeja coberta com filme plastico na camara de
germinagdo. A temperatura inicial utilizada foi a de 28°C por dois dias para que o
processo de germinag&o tivesse inicio. A seguir, a temperatura da camara foi
alterada para 13°C, permanecendo por mais trés dias. Apds este periodo de frio,
as sementes foram avaliadas quanto ao comprimento do coledptilo e em seguida
voltaram a camara de germinagio com temperatura de 28°C por mais dois dias.
Ao término deste periodo, o comprimento do coledptilo das sementes foi medido
novamente. Os dados finais consistiram na diferenga entre a segunda medicdo e
a primeira, ou seja, no recrescimento do coledptilo sob temperatura normal, apos

um periodo de frio.
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Os dados de recrescimento do coleéptilo das sementes dos genitores,
obtidos em um experimento no delineamento completamente casualizado com
trés repeticdes (Capitulo 1), foram submetidos & andlise de variancia e a
comparagao de médias pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade.

Para o estudo da heranga da tolerancia ao frio na germinacéo e a
estimativa dos efeitos génicos, foram analisadas as distribuicdes de frequéncia e
obtidas as estimativas de médias e variancias, assim como das herdabilidades
nos sentidos amplo e restrito. As distribuicdes de frequiéncia para todas as
geracdes disponiveis foram obtidas pelo agrupamento dos dados em classes. Os
intervalos de classe foram estabelecidos com base no desvio padrao médio do
recrescimento, tendo sido utilizado % do desvio padrdo médio, conforme
recomendado por Steel & Torrie (1980).

As variancias foram estimadas conforme Allard (1960) e Mather &
Jinks (1982):

VF = VF,

VE = % [VP1+VP+ 2 VF,]

VG =VF - VE

VA = 2VF; — (VRC+F; + VRC,F,)
VD =VF,-VA-VE

Onde: VP4, VP, VF4, VF,, VRC,F; e VRC,F, representam as variancias
das geragOes P4, P;, Fy, F2, RC1F; e RC,F4, respectivamente.

As estimativas de herdabilidade nos sentidos amplo (h%) e restrito (h?)
foram calculadas segundo o modelo proposto por Allard (1960):

h% = (VF, — VE) / VF,

h? = [2VF, — (VRC1F; + VRC,F,)] / VF,
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Os efeitos génicos foram estimados pelo modelo de seis parametros,
uma vez que em nenhuma das populagbes avaliadas puderam ser explicados
pelo teste de escala conjunto — modelo de trés parametros (Cavalli, 1952 apud
Mather & Jinks, 1982). O modelo de seis parametros, além de estimar a média
[m], aditividade [a] e dominancia [d], a partir das médias e variancias das
geragOes disponiveis, inclui os efeitos epistaticos: aditividade x aditividade [i],
aditividade x dominancia [j] e dominancia x dominancia [l]. Pafa este modelo os

efeitos génicos foram estimados considerando:

Py=m+ [a] + [i]
P> =m - [a] + [i]
Fi=m+[d]+[]

Fa=m+%[d]+ %[l

RC/Fi=m+ Y%[a] + % [d] + Y [i] + ¥ []] + % [I]

RCFi=m-‘%[a]+ % [d]+ %[i]- Y[l + %]

Onde: 51, ﬁz, 1_31, I_:z, RC+F; e RC,F; representam a média de cada
geragcédo, m € a média geral, a é o efeito de aditividade, d é o efeito de
dominancia, i € o efeito epistatico de aditividade x aditividade, j é o efeito
epistatico de aditividade x dominancia e | é o efeito epistatico de dominancia x
dominancia.

A significancia dos efeitos estimados foi avaliada através do Teste t,
com o numero de graus de liberdade (GL) obtidos da soma dos GL de todas as

geragbes envolvidas no calculo de cada parametro. Os parametros nao
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significativos foram desconsiderados e os demais foram reestimados e, nestes

casos, o ajuste do modelo foi testado pelo teste do Qui-quadrado ().

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ
Os genitores diferiram significativamente entre si quanto ao
recrescimento do coledptilo (Tabela 3.2), demonstrando a existéncia de
variabilidade entre eles. Trés grupos distintos foram formados pelo teste de
comparacdo de médias: 0 grupo com recrescimento superior, que incluiu os
genodtipos Quilla 66304 e Quilla 64117, o grupo com recrescimento intermediario,
que incluiu o Diamante e o grupo com recrescimento inferior, onde foram

incluidos 0 BRS 7 - Taim e 0 IRGA 417.

TABELA 3.2. Médias de recrescimento do coledptilo para os genadtipos de arroz
utilizados como genitores das populacdes analisadas. UFRGS,

Genitor = Recrescimento do coledptilo (mm)
Quilla 66304 11,5a

Quilla 64117 10,8 a

Diamante 13 .b

BRS 7 - Taim 28 ©

IRGA 417 57 ¢

CV (%) 216

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Duncan
(¢=0,05).

Pela analise das distribuicdes de freqiiéncias das seis geracOes para o
recrescimento do coledptilo nos seis cruzamentos avaliados (Figuras 3.1 a 3.6),
observou-se um grau de sobreposicdo varidvel entre as geracdes Py e P,

conforme o cruzamento considerado, que indica uma certa similaridade fenoti-
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FIGURA 3.1. Distribuiges de freqiiéncia para o recrescimento do coleoptilo em
trés geragbes fixas (Py, P, e Fy) e trés geragbes segregantes
(RC4F4, RC;F; e F,) provenientes do cruzamento entre Quilla
66304 (P;) e BRS 7 - Taim (P,). UFRGS, 2001.
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FIGURA 3.2. Distribuicdes de frequiéncia para o recrescimento do coledptilo em

trés geragdes fixas (P;, P, e F;) e trés geracdes segregantes
(RC4F4, RCsF1 e F,) provenientes do cruzamento entre Quilla
64117 (P1) e BRS 7 - Taim (P,). UFRGS, 2001.
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FIGURA 3.3. Distribuicdes de freqiiéncia para o recrescimento do coledptilo em

trés geracdes fixas (Py, P, e F;) e trés geracbes segregantes
(RC4F4, RC2F1 e F,) provenientes do cruzamento entre Diamante
(P1) e BRS 7 - Taim (P,). UFRGS, 2001.



62

RS RO

O = N WA OO - ® O O
L L L

—

NUmero de sementes

RC1F1
------- RC2F1

o N A& @ @
L L

30 -

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38

Recrescimento do coleodptilo (mm)

FIGURA 3.4. Distribuicdes de frequiéncia para o recrescimento do coleéptilo em
trés geracdes fixas (P1, P» e Fy) e trés geracdes segregantes
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FIGURA 3.5. Distribuigdes de frequéncia para o recrescimento do coledptilo em
trés geragbes fixas (P4, P, e F;) e trés geracdes segregantes
(RC4F1, RC,F; e F,) provenientes do cruzamento entre Quilla
64117 (P4) e IRGA 417 (P;). UFRGS, 2001.
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FIGURA 3.6. Distribuices de frequiéncia para o recrescimento do coleoptilo em
trés geracbes fixas (P;, P, e F;) e trés geragbes segregantes
(RC4F4, RC2F; e F») provenientes do cruzamento entre Diamante
(P1) e IRGA 417 (P,). UFRGS, 2001.
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pica entre os genitores quanto ao recrescimento do coledptilo. As maiores
diferencas foram observadas nos cruzamentos em que o genitor tolerante foi o
Quilla 64117 (Figuras 3.2 e 3.5).

Nas distribuicbes de frequéncia da geracdo F, de todos os
cruzamentos foi observada variagdo préxima a continuidade e segregacio
transgressiva em relag&o aos genitores. Estes resultados sugerem a presencga de
genes distribuidos de forma complementar entre os genitores. Este
comportamento continuo na geracdo F, mostrou uma tendéncia em relacéo ao
maior recrescimento do coledptilo e impediu a estimativa do nimero de genes
envolvidos. A maior variagdo foi, surpreendentemente, a verificada no
cruzamento IRGA 417 x Quilla 66304, onde os genitores foram menos
contrastantes (Figura 3.4), o que é, porém, mais um indicativo da distribuicdo
complementar de genes nestes gendtipos.

A geragéo F; apresentou a menor variacdo no recrescimento do
coledptilo e foi semelhante ao genitor com menor recrescimento em todos os
cruzamentos, evidenciando dominancia no sentido da sensibilidade.

As geracbes RCiF; e RC,F; apresentaram distribuicdo continua e a
maior variagéo foi observada na geragio RC;F; em todos os cruzamentos.

As estimativas dos efeitos génicos pelo modelo de trés parametros
revelaram a inadequagdo dos cruzamentos estudados ao modelo aditivo-
dominante, o que demonstra a importancia dos efeitos epistaticos sobre o
recrescimento do coledptilo. Desta forma, os efeitos génicos foram estimados
pelo modelo de seis parametros (Tabela 3.3).

O teste t evidenciou a significancia dos seis parametros estimados em

quatro populagdes e, porisso, 0 modelo ndo pdde ser testado devido a falta de
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graus de liberdade para o teste. Em duas populagdes, porém, o parametro [j] ndo
foi significativo e pdde ser desconsiderado, permitindo o teste de ajuste do
modelo com os cinco parametros restantes e um grau de liberdade. O modelo de
cinco parametros foi aceito nas probabilidades 0,28 e 0,21 para as populacdes
IRGA 417 x Quilla 64117 e IRGA 417 x Diamante, respectivamente (Tabela 3. 3).

Entre os efeitos génicos estimados, o de dominancia [d] foi o mais
importante em todas as populagdes estudadas, como indicado pelo seu valor
absoluto superior, e foi seguido pelos de aditividade x aditividade [i] e dominancia
x dominancia [l]. A presenca significativa das interacdes génicas em todos os
cruzamentos, sugere que os genes que controlam a expressdo do carater nao
atuam de forma independente. Cabe salientar que a magnitude dos efeitos de
aditividade x aditividade [i] e de dominancia x dominancia [I] foi praticamente
idéntica nos cruzamentos BRS 7 - Taim x Quilla 66304 e IRGA 417 x Diamante
(Tabela 3.3), indicando, uma vez mais, que os genes para o incremento do
recrescimento do coledptilo estdo dispersos entre os genitores.

A baixa magnitude dos efeitos de aditividade [a] em todas as
populacdes na@o deve ser interpretada como um sinal de auséncia de diferenca
entre os genitores, mas sim de que os genes que aumentam ou diminuem o
carater estao presentes em ambos os genitores, como comentado anteriormente,
e, assim, os efeitos relativos & aditividade sdo anulados. A comparacdo direta
dos efeitos aditivos entre cruzamentos ndo é possivel, porque cada cruzamento
foi avaliado em um experimento independente, no entanto, observou-se que
quanto maior a diferenga entre os genitores, maior foi o valor de [a] (Tabela 3.3).

Observagtes semelhantes foram feitas por Li (1978) ao estudar a genética da
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tolerancia do arroz ao frio no periodo vegetativo. Naquele trabalho, porém, as
estimativas de aditividade foram mais importantes que as de dominancia.

O sinal associado as estimativas de [a] e [d] indica o genitor que
concentra 0 maior numero de genes para O incremento do carater, sendo
convencionado o sinal positivo para o P, € o negativo para o P, (Falconer, 1989).
Assim, o sinal positivo de [a] em todos os cruzamentos evidenciou que o Py, ou
seja, os gendtipos Japdnica apresentaram o maior nimero de genes para o
aumento do recrescimento do coledptilo. O sinal negativo do [d] demonstrou que
a dominancia foi no sentido do P,, ou seja, dos gendtipos Indica. Ja os sinais
negativo e positivo do [i] e [I], respectivamente, indicaram que as interagées do
tipo aditividade x aditividade foram no sentido do P, e as de dominancia x
dominancia, no sentido do P4. A tendéncia em diregdo ao maior recrescimento do
coledptilo observada na geragdo F, dos cruzamentos pode, portanto, ser
consequéncia dos efeitos de dominancia x dominancia [I].

As estimativas de variancia genética foram superiores as da variancia
devida ao ambiente para todas as populagbes estudadas (Tabela 3.4).
Consequentemente, todos os cruzamentos apresentaram elevados valores de
herdabilidade no sentido amplo, com excegdo das duas populagcdes em que o
gendtipo Diamante foi o genitor tolerante.

A variancia genética foi decomposta em variancias aditiva e de
dominancia. Em cinco cruzamentos houve uma superestimativa da variancia
aditiva e estimativa de valores negativos para a variancia de dominancia e, por
iIsso, as estimativas de herdabilidade no sentido restrito foram superiores a
unidade nestas populagdes. Ja no cruzamento BRS 7 - Taim x Diamante ocorreu

0 contrario, tendo sido obtido um valor negativo para a variancia aditiva e uma
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superestimativa para a variancia de dominancia e, em conseqléncia, a

herdabilidade no sentido restrito foi negativa (Tabela 3.4).

TABELA 3.4 Valores de variancia fenotipica (VF), variancia de ambiente (VE),
variancia genética (VG), variancia aditiva (VA), variancia de
dominancia (VD) e herdabilidades nos sentidos amplo (h%) e
restrito (h%) para o recrescimento do coledptilo em seis
cruzamentos de arroz. UFRGS, 2001.

Cruzamento VF VE VG VA VD h?, h?,

BRS 7-Taim x Quilla 66304 36 5 7,8 28,7 436 -149 079 119
BRS 7-Taim x Quilla 64117 36 1 6,9 292 569 -27,7 081 1,58
BRS 7-Taim x Diamante 26,1 104 157 -29 186 060 -0,11
IRGA 417 x Quilla 66304 42 9 7,0 35,9 65,2 -29,3 0,84 1,52
IRGA 417 x Quilla 64117 616 123 493 936 443 080 152
IRGA 417 x Diamante 489 202 287 662 -375 059 135

Segundo Ketata et al. (1976), estes desvios nas estimativas de
herdabilidade podem ser causados por erros de amostragem, respostas
diferenciadas da geragéo F, e de retrocruzamentos ao ambiente e por interacbes
nao-alélicas. O nimero de sementes avaliadas nas geragdes de retrocruzamento
foi, de forma geral, alto e, portanto, o problema de amostragem nao deve ter
importancia neste caso.

Com relagdo ao comportamento diferenciado da geracéo F, e de
retrocruzamentos ao ambiente é importante levar em conta que na geragao F, as
sementes eram normais, apresentando tegumento externo (casca) e, no caso dos
retrocruzamentos, por serem provenientes de emasculagdo, as sementes eram
desprovidas do mesmo. Esta diferenca pode ser, em parte, a causa dos desvios
observados nas estimativas de herdabilidade no sentido restrito (Tabela 3.4),
pois ao se observar as distribuicées de frequiéncia das geracdes RC;F; e RC,F,

estas parecem desviadas (Figuras 3.1 a 3.6).



71

No que se refere as interagdes ndo-alélicas, estas também nao podem
ser descartadas, uma vez que apresentaram magnitude elevada e foram
importantes em todos os cruzamentos (Tabela 3.3).

Além destes fatores, a forma de célculo da variancia aditiva, em que a
variancia da geracdo F, € multiplicada por dois, pode ter levado a uma
subestimacéo da variancia dos retrocruzamentos em cinco populagées (Tabela
3.4), aumentando, por conseqiéncia, a variancia aditiva e a herdabilidade no
sentido restrito. J& no cruzamento BRS 7 - Taim x Diamante, em que ocorreu
exatamente o contrério (Tabela 3.4), observou-se que a variagdo de ambos os
retrocruzamentos foi alta (Figura 3.3) e ndo apenas a do RC;F; como nas demais
populagbes (Figuras 3.1, 3.2, 3.4, 3.5 e 3.6), 0 que pode ser a causa da
diminui¢&o na variancia aditiva neste cruzamento.

Pela distribuicdo continua e transgressiva da geragdo F, (Figuras 3.1 a
3.6) e baixa magnitude da variéncia ambiental em relaco a variancia genética na
maioria dos cruzamentos, pode-se supor que genes de grande efeito distribuidos
de forma complementar entre os genitores estdo envolvidos na determinagéo do
rescrescimento do coledptilo. No entanto, a maior importancia da acao génica de
dominancia e das interagcbes nao-alélicas sugere que a maior parte da variancia
genética foi devida a variancia de dominancia. Conseqguentemente, a selecdo
para tolerancia ao frio na germinacéo utilizando o recrescimento do coledptilo,
deve ser praticada em geragbes mais avancadas, com maior grau de
homozigose, em que a maior parte da variagdo observada é devida a variancia
aditiva. A estratégia mais adequada para explorar esta base genética devida a

dominancia e epistasia e aumentar o nivel de tolerancia ao frio na germinacao,
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talvez seja o uso dos gendtipos tolerantes provenientes do Chile em populagoes
de selego recorrente, em que tal tipo de efeito genético é aproveitado.

Os resultados disponiveis com relagdo a genética da tolerancia ao frio
nos periodos iniciais de desenvolvimento do arroz sdo variaveis. No periodo
vegetativo foi relatado maior importancia da agdo génica aditiva para
descoloracéo foliar (Kaw et al., 1986) e do efeito de dominancia para a redugéo
na estatura (Datta & Siddiq, 1983). Na germinagéo, valores de herdabilidade
elevada foram obtidos para o indice de germinacéo (Sthapit & Witcombe, 1998) e
Sasaki (1977) apud Takahashi (1997) estimou em quatro ou mais o nimero de
genes envolvidos na tolerancia, relatando que a segregagéo transgressiva
poderia ocorrer dependendo dos genétipos envolvidos. Sabe-se, no entanto, que
as diferencas génicas e suas contribuicdes para a variacio sdo dependentes dos
gendtipos e ambientes nos quais os genes estdo se expressando (Dickerson,
1963). Os resultados obtidos s&o, portanto, especificos para os gendtipos e

condi¢des de teste utilizadas neste trabalho.

3.4. CONCLUSOES
A herdabilidade da tolerancia ao frio na germinagcdo nos seis
cruzamentos de arroz estudados € moderada a alta, indicando possibilidade de
ganho genético por meio de selecdo. No entanto, os efeitos de dominancia e
epistasia sdo os mais importantes na determinag@o da heranca do recrescimento

do coledptilo, dificultando a selecao deste carater em geracdes iniciais.



CAPITULO IV

TOLERANCIA DO ARROZ A TEMPERATURA BAIXA NO PERIODO

REPRODUTIVO: EFEITO DO ESTADIO E DURAGAO DO FRIO

4.1. INTRODUGCAO

O periodo reprodutivo do arroz é considerado o mais sensivel ao frio e
onde s&o observados efeitos diretos sobre o rendimento de gréos (Terres, 1991).
InGmeros s&o os danos observados nas plantas de arroz em decorréncia do frio
neste periodo, como: esterilidade de espiguetas, ma exercdo da panicula,
degeneracao de espiguetas e manchas nos gréos (Souza, 1990; Terres, 1991).
De modo geral, a esterilidade de espiguetas é o dano mais frequentemente
relatado na maioria dos paises com problemas de frio (Yoshida, 1981b). A
relagcdo direta com perdas no rendimento de grdos tem feito da tolerancia ao frio
no periodo reprodutivo do arroz uma das principais metas em varios programas
de melhoramento do mundo (Lin & Peterson, 1975; Futsuhara & Kikuchi, 1984;
Alvarado e Grau, 1991; Guorui, 1991; Tilquin & Detry, 1993; McKenzie et al.,
1994), inclusive no Rio Grande do Sul (Terres, 1991). Neste processo, o principal
problema enfrentado € a caracterizagdo dos gendtipos e progénies segregantes

em condi¢des de campo, pois n&o se tem controle sobre a intensidade, duracéo e
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periodo de desenvolvimento em que o frio ocorre, o que diminui a precisdo e
eficiéncia de selecéo.

Trabalhos em condi¢Ges de temperatura controlada permitiram elucidar
os efeitos das interagGes entre diferentes intensidades e duracdes de frio em
diferentes estadios do periodo reprodutivo do arroz. E atualmente admitido que o
estadio de microsporogénese € o mais sensivel as temperaturas baixas no
periodo reprodutivo, seguido pelo de antese (Nishiyama, 1984). A
microsporogénese abrange os processos que vao desde a divisdo reducional da
célula mae de micrésporos (meiose) até a formagdo do grio de polen
(McCormick, 1993). Reconhece-se hoje que o estadio de micrésporo jovem, que
ocorre logo apds a meiose, € o momento mais critico no que se refere a
ocorréncia de frio no periodo reprodutivo (Satake, 1976). Experimentos
conduzidos a campo indicam que este estadio ocorre em torno de 7 a 14 dias
antes do florescimento. Este estadio pode ser visualmente reconhecido através
da distancia entre as auriculas da folha bandeira e da penditima folha, que,
dependendo do gendtipo, varia de -7 a +10 cm para a fase critica (Yoshida,
1981a). As anormalidades observadas em flores submetidas ao frio neste estadio
sdo: parada do desenvolvimento da antera, imaturidade do pdlen, indeiscéncia ou
deiscéncia parcial das anteras, nao liberagdo de gréos de pdlen e falhas na
germinacao do gréo de pélen no estigma (lto et al., 1970 apud Nishiyama, 1984).
No estadio de antese, a ocorréncia de frio provoca retardamento da abertura das
flores ou abertura incompleta e a auséncia de germinagéo do pélen no estigma
(Nishiyama, 1984).

Todos estes efeitos redundam em aumento da esterilidade de

espiguetas e, por conseguinte, redugdo no rendimento de gréaos do arroz. De
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acordo com Nishiyama et al.(1969) apud Terres (1991), as temperaturas criticas
que causam esterilidade dependem do gendtipo, sendo estimadas temperaturas
entre 15 e 17°C para os gendtipos considerados tolerantes e de 17 a 19°C para
Os sensiveis.

A duracdo do estresse é importante, uma vez que temperaturas de
12°C nao induzem esterilidade se ocorrerem por apenas dois dias, porém podem
induzir 100% de esterilidade apos seis dias de exposi¢ao (Yoshida, 1981b). Da
mesma forma, a esterilidade pode ocorrer mesmo em temperaturas acima de
20°C quando a exposicao € longa (Terao et al., 1942 apud Nishiyama, 1984).
Observa-se, assim, que a interacdo entre a intensidade da temperatura e a sua
duracao € determinante para a esterilidade de espiguetas.

Shibata et al. (1970) apud Yoshida (1981b), utilizando trés
intensidades de temperatura diurnas e noturnas e trés duragdes de frio nos
estadios de microsporogénese e antese verificaram que, para trés dias de frio, o
arroz foi mais sensivel no estadio de microsporogénese do que na antese,
indicado pela maior esterilidade. Porém, a medida que a duracdo do frio
aumentou para seis e nove dias, a antese se mostrou tdo ou mais sensivel que a
microsporogénese.

A esterilidade é normalmente atribuida a temperaturas baixas durante
a noite, porém, altas temperaturas diurnas parecem aliviar os efeitos das baixas
temperaturas noturnas (Yoshida, 1981b). Temperaturas em torno de 13°C apenas
a noite ndo induziram esterilidade mesmo apés 8 dias (Shimazaki et al., 1964
apud Nishiyama, 1984). De acordo com Lin & Peterson (1975), a exposicéo

continua ao frio foi mais drastica que apenas a noite, porém, ao testar diferentes
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combinagdes de temperaturas diurnas e noturnas, verificaram que extremos de
temperatura foram prejudiciais a fertilidade do arroz.

Estes fatos demonstram a grande complexidade dos efeitos da
temperatura no periodo reprodutivo do arroz, o que nao surpreende considerando
que a tolerancia ao frio neste periodo ndo é um carater simples, pois envolve
varios processos de desenvolvimento desde a diferenciacdo dos micrésporos até
a fertilizag@o (Satake & Shibata, 1992). Assim, qualquer desvio ou anormalidade
em um ou mais de um destes processos inevitavelmente leva ao aborto do pdlen
e a esterilidade de graos.

Os estudos relativos as bases genéticas da tolerancia do arroz ao frio
no periodo reprodutivo também comprovaram a complexidade do carater, tendo
sido relatada uma heranga quantitativa com um numero de genes variando de
dois até sete (Sasaki, 1997).

Apesar do conhecimento disponivel para tolerancia ao frio no periodo
reprodutivo do arroz, pouco é conhecido sobre o comportamento de genétipos
brasileiros de arroz em diferentes estadios do periodo reprodutivo, especialmente
sob condi¢cdes controladas de temperatura, na qual a caracterizacdo é mais
precisa. A maioria dos dados sao provenientes de observagdes feitas a campo,
onde ha interacao da temperatura com outros fatores e ndo ha controle sobre a
intensidade e duracdo do frio. Além disso, conforme Jennings et al. (1979), a
avaliacao consistente em condi¢cées de campo s6 € possivel em locais muito
frios, o que n&o é o caso do RS.

Neste contexto, o presente trabalho avaliou os efeitos de diferentes
duragdes da temperatura baixa nos estadios de microsporogénese e antese

sobre os caracteres fertilidade de espiguetas, exer¢ao da panicula e peso de 100
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graos em seis gendtipos de arroz com o objetivo de identificar uma metodologia
capaz de diferenciar os genoétipos quanto a tolerancia ao frio no periodo

reprodutivo e caracterizar a reac&o ao frio destes genétipos nestas condigdes .

4.2. MATERIAL E METODOS
Seis gendtipos de arroz foram utilizados neste estudo, cuja genealogia,

pais de origem e grupo encontram-se na Tabela 4.1.

TABELA 4.1. Genealogia, pais de origem e grupo dos seis gendtipos utilizados
no estudo da tolerancia ao frio no periodo reprodutivo do arroz.

UFRGS, 2001.

Genotipo Genealogia Pais de origem Grupo
Quilla 64117 Delta/Oro Chile Japbnica
Quilla 66304 Cesariot/Oro Chile Japodnica
Diamante Agostano/P6//Blue Rose/RB2/BALILLA Chile Japonica
IRGA 417 NEWREX/IR19743-25-2-2//BR-IRGA 409 Brasil Indica
BRS 7 - Taim desconhecida Brasil Indica
IR8 PETA/DEE-GEO-WOO-GEN Filipinas Indica

Os gendtipos Japonica foram provenientes do programa de
melhoramento de arroz do INIA — Quilamapu no Chile e utilizados por sua
tolerancia ao frio em condigdes de campo naquele pais (Alvarado, com. pessoal).
A cultivar IR 8, proveniente do International Rice Research Institute (IRRI), foi
escolhida por sua reconhecida sensibilidade ao frio (Jennings et al., 1979). As
cultivares IRGA 417 e BRS 7 - Taim, oriundas dos programas de melhoramento
do Instituto Riograndense do Arroz (IRGA) e EMBRAPA Clima Temperado,
respectivamente, foram escolhidas por serem gendtipos locais com reconhecida
sensibilidade ao frio.

O experimento foi realizado na casa-de-vegetacdo e sala climatizada

do IRGA, em Cachoeirinha, RS, no ano de 2000. A semeadura foi feita em 1° de
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maio, em baldes de 19,5 cm de altura por 16 cm de diametro contendo solo
coletado no campo e adubado com 2 g da férmula 2-20-20. Foram utilizados 30
baldes por gendtipo e, 20 dias apds, foi feito o desbaste, deixando-se trés plantas
por balde. Aos 40 dias da emergéncia, foi feita uma adubagdo nitrogenada com 2
g de uréia por balde.

O delineamento experimental utilizado foi o completamente
casualizado, com um numero variavel de repeticdes, as quais corresponderam ao
numero de perfilhos avaliados nas plantas em cada tratamento. Os tratamentos
constituiram-se nas combinagdes dos niveis dos trés fatores estudados: genotipo,
estadio do periodo reprodutivo e duragéo do frio. A temperatura utilizada para a
avaliacao da reagao dos gendtipos ao frio foi a de 17°C, aplicada nos estadios de
microsporogénese e antese e em quatro duragdes: trés, cinco, sete e dez dias.
Em cada gendtipo, algumas plantas foram mantidas permanentemente na casa-
de-vegetacao, para servirem como controle.

O estadio de microsporogénese foi visualmente determinado através
da distancia entre as auriculas da folha bandeira e as da folha anterior, a qual
varia conforme o genétipo (Yoshida, 1981a). Por ndo haver estudos relativos a
determinacao deste parametro para os seis gendtipos estudados, optou-se por
considerar as paniculas no intervalo de -3 a +10 cm como no estadio de
microsporogénese. Tomou-se, porém, o cuidado de, para cada genétipo e
duragcdo do frio, selecionar perfilhos com diferentes distancias de modo a
abranger toda a variagdo de -3 a 10 cm. O estadio de antese foi considerado a
partir do inicio da exposigdo da panicula e, no caso de haverem flores abertas, as

mesmas foram manualmente eliminadas.
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Em cada genétipo e estadio, um numero variavel de perfilhos foi
tomado, os quais foram identificados através de um atilho amarrado na base,
quanto ao gendtipo, estédio e duragdo do frio (tratamento) a que iriam ser
submetidos. Os baldes foram, ent&o, levados a sala climatizada com temperatura
constante de 17°C e fotoperiodo de 9h/15h e, apds o periodo determinado de frio,
foram colocados de volta na casa-de-vegetagdo. A radiacao utilizada na sala
climatizada, constituida por lampadas fluorescentes e incandescentes, foi medida
através de luximetro estando em torno de 112.310 lux, 0 que corresponde a
1517,7 umol s™ m?. Apesar do aproveitamento maximo do espaco disponivel na
sala climatizada para a colocagdo das lampadas, a radiacdo obtida esta,
provavelmente, abaixo da ideal para a cultura do arroz. No entanto, esta nao
deve ser uma variavel importante considerando que o tempo de permanéncia das
plantas nesta condigéo foi de, no maximo, dez dias. As diferengas de intensidade
e qualidade de luz entre a sala climatizada e a casa-de-vegetacdo permaneceram
como uma variavel ndo controlada.

As paniculas foram colhidas individualmente na maturagédo e
posteriormente avaliadas quanto ao grau de exercéo, porcentagem de fertilidade
de espiguetas e peso de 100 gréos.

O grau de exerg¢éo da panicula foi tomado como a distancia entre a
base da panicula e a ligula da folha bandeira, em cm, sendo que valores
positivos indicam exergéo completa da panicula e negativos exergdo incompleta.
A fertilidade de espiguetas foi obtida através da contagem do numero de gréos
cheios e vazios e expressa como porcentagem de graos cheios sobre o nimero

total de graos da panicula. O peso de 100 graos foi obtido a partir da pesagem de
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todos os gréaos da panicula, cheios e vazios, e ajustando-se o valor
correspondente para um numero de 100 graos.

Cada observacao relativa a estas caracteristicas foi expressa como
porcentagem de reduga@o em relacdo ao controle, que representou o valor médio
do grau de exercdo, porcentagem de fertilidade de espiguetas e peso de 100
graos para cada genoétipo nas condi¢ées da casa-de-vegetacdo. Apds a analise
de residuos e regress@o para verificagdo da normalidade e necessidade de
transformacdo, a porcentagem de redugdo na exergcao da panicula foi
tranformada segundo a V (x + 10), ndo sendo necessdria a transformagéo para a
porcentagem de reducdo na fertilidade de espiguetas e porcentagem de redugao
no peso de 100 graos. Os dados foram, entdo, submetidos a analise de variancia
para um experimento fatorial no delineamento completamente casualizado,
considerando os efeitos dos fatores fixos. Os testes de complementagdo
consistiram na comparacao de médias pelo método dos quadrados minimos a 5%
de probabilidade, devido ao diferente niumero de repeticdes por tratamento, e
andlise de regressd@o linear nos niveis do fator duragdo, para verificar o
comportamento de cada caracteristica em fungéo do aumento do periodo de frio.
A regresséao foi feita com os dados originais e ndo expressos como porcentagem
de reducao em relagdo ao controle, o qual foi incluido como o nivel zero da
duracgéao do frio (17°C) na regressao.

A relacao entre as trés caracteristicas foi verificada separadamente em
cada estadio avaliado através do calculo dos coeficientes de correlagédo de
Pearson. As correlagdes entre os dois estadios e entre as quatro duragdes de frio
para as variaveis estudadas também foram obtidas. Todas as analises foram

realizadas no programa SAS (Statistical Analysis System).
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4 3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Os efeitos de gendtipo, estadio e duragdo do frio, assim como das
interacdes de primeira e segunda ordem entre estes fatores foram altamente
significativos para as trés caracteriticas estudadas (Tabela 4.2), indicando que os
gendtipos, estadios e duragdes de frio testados diferiram quanto & porcentagem
de redugdo na exercao da panicula, na fertilidade de espiguetas e no peso de
100 gréos sob a temperatura de 17°C. A significancia da interagao triplice indicou
gue cada nivel de um fator foi afetado diferentemente pelos niveis dos outros dois
e, por isso, as caracteristicas foram estudadas considerando-se todos os niveis

dos trés fatores simultaneamente.

TABELA 4.2. Quadrados médios para as porcentagens de redugado na exergao da
panicula, fertilidade de espiguetas e peso de 100 gréaos de seis
gendtipos de arroz, em dois estadios de desenvolvimento e quatro
duracées de frio (17°C). UFRGS, 2001.

Reducgao na Reducéo na Redugé&o no
Causas de variagdo GL exercao da fertilidade de peso de 100

panicula espiguetas graos
Genotipo 5 891,5% 20396,8** 11863,2**
Estadio 1 1081,4** 8305,6™* 11630,6™*
Duragéo 3 " 11450,3** 9943, 7**
Genotipo x estadio 5 47,3 1681,4™* 973,6™*
Genotipo x duragéo 14 12,3* 816,2** 513,2*
Estadio x duragao 3 16,5™ 902,4** 1129,0**
Gendtipo x estadio x duragdo 13 11,2* 639,7** 442 5**
Erro 2 49 37,0 136,1
CV(%) 20,9 1,2 23,2
R? 0,90 0,98 0,87

#0 grau de liberdade do erro foi varidvel conforme a caracteristica analisada.
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
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Os elevados valores de porcentagem de reducdo na exercdo da
panicula, superiores a 100% (Tabela 4.3), s@o devidos ao fato de que esta
caracteristica foi obtida por meio de medicdo com régua, obtendo-se desde
valores positivos (exercdo completa) até negativos (exergdo incompleta). Desta
forma, a mera redugdo no grau de exercdo da panicula de um valor de +2 cm no
controle, para um valor de -2 cm, devido ao efeito do frio, ao ser computado como
porcentagem de redug&o em relac&o ao controle equivaleria a uma porcentagem

de redugao da ordem de 200%.

TABELA 4.3. Médias de porcentagem de reducéo na exercdo da panicula de seis
gendtipos de arroz submetidos a quatro duragdes de frio (17°C) em
dois estadios do periodo reprodutivo. UFRGS, 2001.

Gendtipo Microsporogénese

3 dias 5 dias 7 dias 10 dias
Quilla64117 0 b A M 50 b A 55 bc A
Quilla66304 14 b B* - 9 b B* 24 c AB*
Diamante 0O b B* 9 b B* 32 b AB* 80 bc A*
IR8 168 a C* 332 a B* 443 a AB 540 a A*
IRGA 417 5 b B* 3 b B* 7 b B* 45 bc A*
BRS 7-Taim 7 b B* 17 b B* 47 b AB* 91 b A*
Genétipo Antese

3 dias 5 dias 7 dias 10 dias
Quilla64117 0dA - 0 e A 0 e A
Quilla66304 64 c B 95 ¢ AB 123 d A 148 cd A
Diamante 127 b AB 97 ¢ B 176 ¢ A 190 bc A
IR8 509 a B 616 a AB 653 a A 718 a A
IRGA 417 130 b A 117 bc A 117 d A 129 d A
BRS 7-Taim 202 b A 208 b A 243 b A 276 b A

Letras minasculas comparam genétipos dentro de estadio e duragio do frio.
Letras mailsculas comparam duragdes de frio dentro de genétipo e estadio.
> Indica diferenga entre estadios dentro de genétipos e duragdes de frio.
YIndica que nao foram avaliados perfilhos nestes tratamentos.
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Em todas as duragdes de frio, a reducéo na exercdo da panicula foi, de
forma geral, maior no estadio de antese que no de microsporogénese (Tabela
4.3), 0 que nao surpreende, pois a temperatura baixa no momento da exposicao
da panicula causa exergdo incompleta pela diminuigdo na elongacgdo do uitimo
entrend (Vergara, 1991 apud Pandey & Gupta, 1993). Neste trabalho, o estadio
de antese foi considerado como o inicio da exposi¢do da panicula, quando as
flores do apice comegam a abrir. Portanto, a diminuigdo na elongagéo do ultimo
entreno pelo frio provavelmente foi a causa da menor exergdo da panicula no
estadio de antese. Estes resultados concordam com os obtidos por Lee (1979)
que, utilizando uma temperatura de 17°C por dez dias, também constatou que o
estadio de antese foi 0 mais sensivel ao frio quanto a exercdo da panicula. No
presente trabalho, a unica exce¢do foi o genétipo Quilla 64117, em que a
reducdo na exer¢do da panicula foi observada apenas no estadio de
microsporogénese (Tabela 4.3).

N&o houve uma separacao clara entre gendtipos tolerantes e sensiveis
quanto a redugdo na exergdo da panicula em nenhum dos estadios e duracdes
de frio (Tabela 4.3). Na antese, porém, o gendétipo tolerante Quilla 64117
diferenciou-se dos demais ndo tendo apresentado redugdo na exercdo da
panicula pelo frio. O sensivel IR 8, por sua vez, foi 0 que apresentou a maior
reducao na exergao da panicula, diferindo dos demais em todas as duragdes de
frio e em ambos os estadios (Tabela 4.3).

A redugédo na exergdo da panicula em funcdo da duracido do frio
dependeu do gendtipo e do estadio do periodo reprodutivo considerado. Na
microsporogénese, os genétipos IR 8, BRS 7 - Taim e Diamante apresentaram a

maior reducdo na exercdo da panicula com sete dias de exposicdo ao frio
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(Tabela 4.3). Somente nestes a regressdo linear da exercdo da panicula nas
diferentes duragbes de frio foi significativa, porém pelos coeficientes de
determinac@o observou-se que apenas no IR 8 a regress&o explicou a variagio
na caracteristica (Tabela 4.4).

Na antese, os gendtipos sensiveis apresentaram as maiores redugdes
na exercado da panicula com menos tempo de frio e os tolerantes Quilla 66304 e
Diamante com exposi¢do mais longa ao frio. No entanto, nas maiores duragoes
de frio os gendtipos Quilla 66304 e Diamante foram t&o ou mais afetados que os
sensiveis, demonstrando que ndo apresentam tolerancia ao frio no que se refere
a reducdo na exergdo da panicula (Tabela 4.3). J& o Quilla 64117 nao
apresentou qualquer redugdo nesta caracteristica em funcdo dos diferentes
periodos de frio na antese, o que indica que este gendtipo &, portanto, tolerante
ao frio com relagdo a exergcdo da panicula (Tabela 4.3). Pela andlise de
regress&o, observou-se que, com excecdo deste Ultimo, todos os genadtipos
apresentaram redugbes lineares significativas na exer¢&o da panicula em fungéo
da duragéo do frio na antese (Tabela 4.4).

Pelos valores dos coeficientes de regressdo, verificou-se que a
magnitude de redug&o na exergdo da panicula variou de gendtipo para genotipo,
sendo maior no IR 8 e menor no IRGA 417. A magnitude desses coeficientes no
estadio de antese foi também mais um indicativo de que a maior reducdo na
exercéo da panicula pelo frio ocorreu neste estadio (Tabela 4.4).

Os coeficientes “a” da regressdo indicam o grau de exercdo da
panicula na condigdo controle, isto €, na auséncia de frio. Observa-se, portanto,

que ha diferengas intrinsecas entre os genétipos tolerantes e sensiveis quanto a
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exercao da panicula na condigéo controle, sendo esta completa nos tolerantes

(valores positivos) e incompleta nos sensiveis (valores negativos) (Tabela 4.4).

TABELA 4.4. EquagOes de regresséo estimadas para as varidveis exercéo da
panicula (cm), fertilidade de espiguetas (%) e peso de 100 gr&os
(g) em fung&o da duragdo do frio (17°C) para cada gendtipo e
estadio do periodo reprodutivo estudado. UFRGS, 2001.

Exercéo da Microsporogénese Antese
panicula (cm)

Equagéo R* Equacéo R*
Quilla 66304 - - y=44-18x* 0,67
Diamante y=34-06x* 0,26 y=27-15x* 0,65
Quilla 64117 . 2 - -
IR 8 y=16-27x* 0,90 y=06-3,1x* 0,77
IRGA 417 = - y=-42-11x* 0,63
BRS 7 -Taim y=-18-0,8x* 0,28 y=-37-18x* 0,57
Fertilidade de Microsporogénese Antese
SEpiguetas() Equacao R? Equacao R*
Quilla 66304 y=832-26x* 0,19 y=857-165x* 0,89
Diamante y=959-15x* 0,32 y=975-176x* 0,93
Quilla 64117 y=96,0-57x* 0,78 - -
IR8 y=878-196x* 0,91 y=864-232x* 0,96
IRGA 417 y=875-201x* 0,95 y =84,5 - 24 2 x* 0,94
BRS 7 -Taim y=514-146x* 0,61 y =60,9 - 19,8x* 0,79
Peso de 100 gréos Microsporogénese Antese
© Equacdo R? Equacdo R®
Quilla 66304 y=28-0,1x* 0,34 y=28-0,5x* 0,87
Diamante y=35-0,1x* 0,27 y=35-06x* 0,92
Quilla 64117 y=38-03x* 0,78 y=38-0,3x* 6.53
IR 8 y=20-04x* 0,88 y=19-05x* 0,94
IRGA 417 y=22-05x* 0,92 y=21-05x* 0,92
BRS 7 - Taim y=12-03x* 0,58 y=14-04x* 0,76

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
"Equagbes nio significativas.
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Estas diferencas podem ser devidas aos diferentes grupos a que
pertencem os gendtipos estudados, pois conforme Yoshida (1981a), a exercao da
panicula é rapida e completa nos gendtipos Japénica e incompleta nos do grupo
Indica. Apesar destas diferencas, neste trabalho a tolerancia ao frio foi avaliada
por meio da menor redug@o na exercdo da panicula em relagdo ao controle, a
qual expressou a tolerancia per se dos genétipos e, por isso, com base nesta
caracteristica, o Unico genétipo tolerante ao frio foi o Quilla 64117 no estadio de
antese (Tabela 4.3).

No que se refere a porcentagem de reducdo na fertilidade de
espiguetas, o estadio de antese também foi, em geral, o mais sensivel a
temperatura baixa (Tabela 4.5). Com trés dias de frio, ndo houve diferencas entre
os estadios, a ndo ser no genétipo Diamante, que foi mais afetado na antese. A
partir dos cinco dias de frio, a maioria dos gendtipos apresentou as maiores
redugdes na fertilidade no estadio de antese, com excecédo do BRS 7 - Taim e do
Quilla 64117. O primeiro porque a sua porcentagem de reducdo na fertilidade ndo
diferiu entre os estadios, sendo elevada em ambos, j& nesta duragdo e, no caso
do Quilla 64117 porque a maior reducdo na fertilidade foi observada na
microsporogénese, na duragao dez dias de frio (Tabela 4.5).

Em ambos os estadios, os gendtipos sensiveis BRS 7 - Taim, IRGA
417 e IR 8 foram os que apresentaram as maiores reducdes na fertilidade de
espiguetas pela temperatura baixa, diferindo significativamente dos tolerantes
nas duracOes sete e dez dias de frio (Tabela 4.5). Na microsporogénese, o
Diamante foi o gendtipo com a menor redugéo na fertilidade de espiguetas com
dez dias de frio, porém na antese o Quilla 64117 foi o menos afetado nesta

caracteristica nas duragdes sete e dez dias (Tabela 4.5).
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TABELA 4.5. Médias de porcentagem de redugdo na fertilidade de espiguetas de
seis genotipos de arroz submetidos a quatro duracdes de frio

(17°C) em dois estadios do periodo reprodutivo. UFRGS, 2001.

Gendtipo Microsporogénese

3 dias 5 dias 7 dias 10 dias
Quilla64117 0dC K 14 ¢ B 2T © A*
Quillat6304 18 ¢ A - 2 c B* 19 d A*
Diamante 1 d A* 2 d A" 7 ¢ A* 6 e A*
IR8 21 & © 37 ¢ B* 83 ab A 89 b A*
IRGA 417 42 b 48 b C* 70 b B* 93 ab A*
BRS 7-Taim 72 a B 92 a A 95 a A 99 a A
Gendtipo Antese

3 dias 5 dias 7 dias 10 dias
Quilla64117 5d A - 11 d A 7 ¢ A
Quilla66304 7 d € 5 ¢ B 51 ¢ B 80 b A
Diamante 16 ¢ D 27 d C 48 c B 80 b A
IR38 18 ¢ D 66 bc C 87 b B 100 a A
IRGA 417 4 b C 76 b B 99 a A 100 a A
BRS 7-Taim 66 a B 9% a A 99 a A 100 a A

Letras mindsculas comparam genoétipos dentro de estadio e duragao do frio.
Letras mailsculas comparam duragoes de frio dentro de gendtipo e estadio.
Indica diferenga entre estadios dentro de gendtipos e duragdes de frio.
YIndica que nio foram avaliados perfilhos nestes tratamentos.

A influéncia da duragdo do frio sobre a reducdo na fertilidade de
espiguetas, em ambos os estadios, dependeu do gendtipo, sendo que para os
tolerantes as maiores redugdes foram observadas somente com dez dias de frio,
enquanto que para os sensiveis, estas ja foram observadas com periodos mais
curtos (Tabela 4.5). No gendtipo BRS 7 - Taim, em ambos os estadios, a maior
redugao ocorreu com apenas cinco dias de frio, enquanto nos outros dois
sensiveis esta foi observada a partir dos sete dias de frio (Tabela 4.5).

Com excecdo do genodtipo Quilla 64117 no estadio de antese, a

regressdo linear da porcentagem de fertilidade de espiguetas em fungdo da
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duracéo do frio foi significativa para todos os gendtipos, nos dois estadios do
periodo reprodutivo (Tabela 4.4), demonstrando que quanto maior foi a duragéo
do frio, maior foram os decréscimos na fertilidade dos gendtipos. Pela magnitude
dos coeficientes de regressdo estimados, comprovou-se que a maior
sensibilidade ao frio dos gendtipos ocorreu no estadio de antese, e, pelos
coeficientes de determinagdo, constatou-se que neste estadio a regressdo
explicou a maior parte da variagéo na caracteristica nos cinco genétipos em que
foi significativa, o que n&o aconteceu na microsporogénese (Tabela 4.4). Pelos
coeficientes de regressdo demonstrou-se que os genodtipos sensiveis sofreram
redugOes superiores aos tolerantes na fertilidade de espiguetas pelo frio em
ambos os estadios (Tabela 4.4).

O comportamento dos genétipos, duragdes de frio e estadios com
relagdo a reducdo no peso de 100 gréos (Tabela 4.6) foi similar ao observado
para a reducéo na fertilidade de espiguetas (Tabela 4.5). De fato, foi observada
uma alta correlagéo entre estas duas caracteristicas, em ambos estadios do
periodo reprodutivo (Tabela 4.7), o que demonstrou a relagio direta da reducdo
na fertilidade de espiguetas sobre o peso de graos em arroz.

Assim, a reducdo no peso de 100 graos também foi, em geral, superior
na antese, dependendo do gendtipo e duragéo do frio (Tabela 4.6). Com trés dias
de frio, todos os gendtipos apresentaram redugdes similares no peso de 100
gréos entre os dois estadios. Porém, com cinco e sete dias de frio, a reducéo na
fertilidade dos gendtipos sensiveis foi maior na antese e, com dez dias de frio,
n&o houve diferengas entre os estadios para estes gendtipos. No caso dos
gendtipos tolerantes, na antese foram mais sensiveis que na microsporogénese a

partir dos cinco dias de frio, com exce¢do do gendtipo Quilla 64117, para o qual



89

os estadios ndo diferiram (Tabela 4.6). Estes resultados comprovaram, uma vez

mais, a maior sensibilidade ao frio dos gendtipos no estadio de antese.

TABELA 4.6. Médias de porcentagem de redugdo no peso de 100 graos de seis
gendtipos de arroz submetidos a quatro duragdes de frio (17°C) em
dois estadios do periodo reprodutivo. UFRGS, 2001.

Gendtipo Microsporogénese

3 dias 5 dias 7 dias 10 dias
Quilla64117 5 ¢ B L 30 Bc A 35 b A
Quilla6304 19 bc AB - 7 © B* 26 bc A*
Diamante 12 bc A 5 o A* 14 c A* 14 c A*
IR8 18 bc B 29 b B* 57 Ab A 75 a A
IRGA 417 33 b C 42 b C* 58 Ab B* 82 a A
BRS 7-Taim 71 a A 73 a A 63 a A 80 a A
Genotipo Antese

3 dias 5 dias 7 dias 10 dias
Quillab4117 5d A - 26 ¢ A 25 ¢ A
Quilla66304 22 od G 499 ¢ B 55 b B 74 b A
Diamante 18 cd C 26 d C 52 b B 74 b A
IR 8 25 & 61 bc B 77 a A 86 a A
IRGA 417 40 b C 73 ab B 8 a A 87 a A
BRS 7-Taim 59 a B 84 a A 88 a A 88 a A

Letras mindsculas comparam genétipos dentro de estadio e duragdo do frio.
Letras mailsculas comparam duragdes de frio dentro de genétipo e estadio.
* Indica diferenca entre estadios dentro de genétipos e duragoes de frio.
VIndica que nao foram avaliados perfilhos nestes tratamentos.

Em ambos os estadios, os genétipos sensiveis apresentaram reducdes
superiores aos tolerantes no peso de 100 graos, e na microsporogénese somente
com dez dias de frio houve uma separagdo clara entre tolerantes e sensiveis
(Tabela 4.6). Na antese, com sete dias de frio ja foi possivel diferenciar os

tolerantes dos sensiveis, os quais apresentaram as maiores redugdes, seguidos
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pelos gendtipos Quilla 66304 e Diamante, com reducdo intermediaria e o Quilla
64117, com a menor redugcao no peso de 100 gréos (Tabela 4.6).

A regressao linear do peso de 100 graos em fungao da duracgéo do frio
foi significativa para todos os gendtipos nos dois estadios do periodo reprodutivo
(Tabela 4.4). Da mesma forma que para a reducao na fertilidade de espiguetas, o
gendtipo BRS 7 - Taim foi o que apresentou a maior reducéo nesta caracteristica
com menos tempo de frio, cinco dias, enquanto que nos outros dois sensiveis isto

sO ocorreu a partir dos sete dias de frio (Tabela 4.6).

TABELA 4.7. Correlagbes fenotipicas entre as caracteristicas porcentagem de
redugcdo na exercdo da panicula (redexer), porcentagem de
reducé@o na fertilidade de espiguetas (redfert) e porcentagem de
reducdo no peso de 100 grédos (redpgraos) avaliadas em seis
gendtipos de arroz submetidos a quatro duragdes de frio (17°C)
nos estadios de microsporogénese e antese. UFRGS, 2001.

Microsporogénese

Caracteristicas redexer Redfert redpgraos
redexer 1,00 0,15 0,06
redfert 1,00 0,97**
redpgraos 1,00
Antese
redexer 1,00 0.35™ 0,31*
redfert 1,00 0,98*
redpgraos 1,00

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

No presente trabalho, a tolerancia ao frio foi expressa como a
porcentagem de reducéo causada pelo frio nas trés caracteristicas estudadas em
relacdo ao controle. Através deste procedimento, segundo Datta & Siddiq (1983),
se avalia a tolerancia per se dos gendtipos e ndo o seu comportamento sob

estresse. Num estudo em que a fertilidade de espiguetas foi dividida em quatro
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componentes, Satake & Shibata (1992) observaram que os gendtipos diferiram
com relagdo a alguns dos componentes, como o0 numero de graos de pdlen,
mesmo na auséncia de frio. Assim, ao se estudar o quanto cada caracteristica
diminuiu em relac&o a testemunha devido ao frio evitou-se a introdugéo de vicios
de interpretacao decorrentes de caracteristicas intrinsecas a cada genotipo e os
mesmos foram comparados através de um parametro comum. A tolerancia ao frio,
estudada através das mesmas caracteristicas deste trabalho, apresentou
herdabilidade elevada em um estudo dialélico realizado sob condigdes
controladas (Acharya, 1987), demonstrando que é possivel aumenta-la através
da selecdo de gendtipos com menor reducdo na exergdo da panicula, na
fertilidade de espiguetas e no peso de 100 graos.

A avaliacdo destas caracteristicas no presente trabalho permitiu
verificar que a temperatura de 17°C por apenas trés dias ja foi capaz de provocar
danos as plantas de arroz, os quais variaram conforme o genétipo, estadio e
duragao do frio. Sabe-se que a intensidade da temperatura € um fator importante
na determinacdo do maior ou menor dano as plantas. Trabalhos realizados sob
condigdes de temperatura controlada tém utilizado temperatura variavel entre o
dia e a noite (Lin & Peterson, 1975) ou temperatura constante, a qual tem variado
de 10 até 20°C (Lin & Peterson, 1975; Lee, 1979; Khan et al., 1986). Na escolha
da temperatura, além de levar em conta a intensidade do estresse em condi¢des
de campo, também € importante lembrar que temperaturas mais baixas permitem
identificar maiores niveis de tolerancia e as mais altas niveis mais moderados. A
temperatura de 17°C foi escolhida por se acreditar que nesta intensidade ja

haveriam diferengas entre os gendtipos tolerantes e sensiveis, e também por se



92

constatar que, nas condigdes do RS, extremos de temperatura ndo sao comuns
durante o periodo de cultivo do arroz.

Optou-se, entdo, por criar diferentes niveis de estresse através da
variacdo na duracdo da temperatura. Como visto, de forma geral, em todas as
duracdes de frio e estadios avaliados, os gendtipos Indica se mostraram mais
sensiveis que os Japodnica, como seria esperado (Tabelas 4.3, 4.5 e 4.6).
Entretanto, com relacdo a porcentagem de redugdo na exergdo da panicula, a
separagdo entre eles n&o foi tdo clara em nenhum dos estadios e duragdes
(Tabela 4.3), ao contrario das outras duas caracteristicas (Tabelas 4.5 e 4.6).
Apesar da exergdo da panicula ter sido significativamente correlacionada com as
outras duas caracteristicas no estadio de antese (Tabela 4.7), a magnitude das
correlagbes ndo foi alta. Segundo Chung (1979), a redugdo na exercao da
panicula pelo frio na antese teve relagdo com decréscimos na porcentagem de
gréos cheios em arroz. De fato, a exer¢éo incompleta da panicula pode prejudicar
a polinizagéo e reduzir, assim, o rendimento de gréos (Griest, 1986 apud Pandey
& Gupta, 1993). Porém, os danos causados pela temperatura baixa a exercao da
panicula e a fertilidade de espiguetas devem ter bases fisiol6gicas distintas, pois
enquanto a diminuigdo na exercéo decorre de efeitos sobre a diviséo e elongagao
celular, na fertilidade os processos de formagdo e germinagédo dos graos de
pélen é que sdo prejudicados. As distintas bases genéticas da exercao da
panicula e da fertilidade de espiguetas em condigdes de temperatura baixa
(Pandey & Gupta, 1993; Sasaki, 1997) s&o mais uma evidéncia de que as
correlagdes entre elas ndo devem ser de origem genética e sim efeitos indiretos
da exercado incompleta da panicula sobre a fertilidade de espiguetas e peso de

100 graos. Assim, as diferentes bases genéticas e fisiolégicas da exerc@o da
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panicula e fertilidade de espiguetas com relagéo a tolerancia ao frio podem ser a
causa da falta de separacdo entre gendtipos tolerantes e sensiveis quando
avaliados por meio da redugéo na exer¢do da panicula em relacdo ao observado
para as outras duas caracteristicas. Independente das bases genéticas e
fisiologicas serem diferentes ou nao, o gendétipo Quilla 64117 foi o menos afetado
nas trés caracteristicas no estadio de antese (Tabelas 4.3, 4.5 e 4.6), indicando
que & uma fonte de tolerancia ao frio neste estadio.

Considerando a porcentagem de reducéo na fertilidade de espiguetas
e no peso de 100 graos, as quais foram altamente correlacionadas em ambos
estadios (Tabela 4.7), observou-se que no estadio de antese € que foram
constatadas as maiores redugbes nestas caracteristicas, indicando que a
sensibilidade ao frio dos gendtipos estudados foi maior neste estadio (Tabelas
4.4, 45 e 46). Entre os tolerantes isto foi ainda mais evidente, pois apesar de
terem sido superiores aos sensiveis em ambos os estadios, seu grau de
tolerancia foi maior na microsporogénese, pois neste estadio apresentaram
menores redugdes na fertilidade de espiguetas e no peso de 100 graos (Tabelas
4.4 e 4.5). Estes resultados sdo inesperados porque, de acordo com Lin &
Peterson (1975) e Nishiyama (1984), a sensibilidade do arroz ao frio € maior na
microsporogénese do que na antese. A maior sensibilidade na antese observada
neste trabalho pode ter relacdo com a identificacdo dos estadios, que na
microsporogénese foi feita pela distancia entre as auriculas da folha bandeira e
as da folha anterior, considerando-se um intervalo de —3 a 10 cm. Sabe-se que
este parametro € variavel conforme o genétipo (Yoshida, 1981a) e, assim, alguns
dos perfilhos identificados poderiam estar adiantados ou atrasados em relacdo a

microsporogénese maxima, podendo ser esta a causa dos menores danos
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observados neste estadio. Shibata (1979), porém, recomenda um intervalo
semelhante, de 3 a 12 cm, para a avaliagdo da tolerancia ao frio na
microsporogénese, o que invalida, pelo menos em parte, esta explicagao.

Outra possibilidade seria devido aos danos que sdo observados em
cada estadio pelo frio. Nishiyama (1982) apud Nishiyama (1995) ao submeter
paniculas de arroz no estadio de microsporogénese ao frio, observou diferengas
consideraveis na fertilidade de espiguetas de diferentes posicbes na mesma
panicula. Foi descoberto que o numero de gréaos de pélen por antera variou entre
as espiguetas de diferentes posi¢cdes, sendo menor nas espiguetas do apice e
maior nas da base. A relacdo com a fertilidade observada permitiu concluir que
que as espiguetas da base teriam maior prote¢do contra o declinio no numero de
graos de pdlen causado pela temperatura baixa. Portanto, diferentes graus de
tolerancia ao frio entre as espiguetas de uma mesma panicula poderiam ser a
causa da menor reducgéo na fertilidade de espiguetas observada no estadio de
microsporogénese. Ja na antese, espiguetas de diferentes posi¢cbes parecem ser
afetadas, ou seja, tanto as que estéo prontas para a antese como as que estdo
mais atrasadas. Nestas ultimas, o frio prejudica o amadurecimento do gréao de
pdlen que ocorre continuamente até o dia da antese, levando a formagédo de
graos de pdélen anormais, que nao conseguem germinar (Koike & Satake, 1987
apud Nishiyama, 1995). Nas espiguetas em que os graos de pdlen formados sdo
normais, o frio impede que a antese ocorra e, como a viabilidade do pdlen
maduro é de apenas cinco minutos apés a liberagcdo pela antera (Yoshida,
1981a), apds o término do estresse o pdlen j@ perdeu sua capacidade de

germinar.
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Correlagcbes altamente significativas foram observadas entre os
estadios de microsporogénese e antese para todas as variaveis estudadas
(Tabela 4.8), demonstrando que, nas condigdes do presente trabalho, € viavel
selecionar para tolerancia ao frio no periodo reprodutivo em apenas um deles. A
antese seria preferivel, neste caso, porque além de ter-se mostrado mais sensivel
a temperatura de 17°C para todas as caracteristicas avaliadas, é de
determinacdo mais facil e precisa, independente do gendtipo. A indicagéo da
antese para avaliagéo da tolerancia do arroz ao frio no periodo reprodutivo foi
feita por Lee (1979), que também observou alta correlagdo entre esta e a

microsporogénese no que se refere a esterilidade de espiguetas.

TABELA 4.8. Correlagdes fenotipicas entre os estadios de microsporogénese e
antese para as caracteristicas porcentagem de reducéo na exercao
da panicula, porcentagem de reducéo na fertilidade de espiguetas
e porcentagem de redugd@o no peso de 100 grdos avaliadas em
seis gendtipos de arroz submetidos a quatro duragbes de frio
(17°C). UFRGS, 2001.

Antese
Microsporogénese Reducdo na exergdo Reducdo na fertilidade Reducio no peso de
(%) (%) 100 gréios (%)
Reduc&o na exercéo 0,78* 0,13 0.11
(%)
Reducio na fertilidade 0,74* 0,71*
(%)
Redugao no peso de 0,70
100 gréos (%)

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

Além do estadio em que a planta sera avaliada, a escolha da duragao
da temperatura € de grande importancia, pois esta € que define o grau de
estresse que sera imposto. De acordo com Bertin et al. (1996), menores duragdes
permitem detectar genétipos mais sensiveis e maiores duragbes o0s mais
tolerantes. O gendtipo BRS 7 - Taim foi o mais sensivel, em ambos os estadios,

guanto a reducdo na fertilidade de espiguetas € no peso de 100 gréos, pois
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apresentou elevada reduc&o nestas caracteristicas com apenas trés dias de frio
(Tabelas 4.5 e 4.6). Os genodtipos Japbdnica foram, como esperado, os mais
tolerantes apresentando as menores redugdes nestas caracteristicas nas maiores
duragbes de frio testadas (Tabelas 4.5 e 4.6). Considerando os gendtipos
avaliados neste trabalho, observou-se que um minimo de sete dias foi necessario
para separar os tolerantes dos sensiveis, em ambos os estadios, com relagdo a
reducao na fertilidade de espiguetas e no peso de 100 graos (Tabelas 4.5 e 4.6),
indicando que em periodos mais curtos algumas espiguetas podem ter escapado
do frio. De fato, para que todas as espiguetas de uma panicula completem a
antese, € necessario de sete a dez dias (Yoshida, 1981a). As correlacdes
significativas entre as quatro duracdes de frio para as trés variaveis estudadas
(Tabela 4.9), indicam ser possivel a selegcdo em apenas uma duracéo.

Assim, com base nos gendtipos e condicdes testadas neste trabalho,
acredita-se que a temperatura de 17°C por sete dias no estadio de antese &
suficiente para diferenciar genoétipos tolerantes de sensiveis ao frio quando
avaliados em termos de porcentagem de reduc¢do no peso de 100 grdos. Esta
caracteristica, além de diferenciar os genoétipos quanto a tolerancia (Tabela 4.6),
seria preferivel em relagdo a porcentagem de reducdo na fertilidade de
espiguetas porque € de mais facil determinagao e porque apresentou correlagao
altamente significativa com a mesma.

Apesar das correlagdes significativas entre os dois estadios (Tabela
4 8), diferentes fontes de tolerancia foram identificadas em cada um, sendo que o
Quilla 64117 destacou-se pela tolerancia na antese (Tabelas 4.4 e 4.5) e o
Diamante na microsporogénese (Tabelas 4.4. e 4.5). Se estes resultados foram

devido a bases genéticas distintas, pode-se supor que, pelo cruzamento entre
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estes genodtipos se possa selecionar recombinantes com alto grau de tolerancia

em ambos os estadios.

TABELA 4.9. Correlagdes fenotipicas entre as duragdes de frio (17°C) para as
caracteristicas porcentagem de redugdo na exercdo da panicula,
porcentagem de redugdo na fertiidade de espiguetas e
porcentagem de reducdo no peso de 100 gréos avaliadas em seis
gendtipos de arroz em dois estadios do periodo reprodutivo.

UFRGS, 2001.
Reducao na exercéo (%)
Duracgao do frio 3 dias 5 dias 7 dias 10 dias
3 dias 1,00 0,94** 0,87* 0,80**
5 dias 1,00 0,88** 0,88™™
7 dias 1,00 0,88*
10 dias 1,00
Reducéo na fertilidade de espiguetas (%)
Duracao do frio 3 dias 5 dias 7 dias 10 dias
3 dias 1,00 0,74* 0,74** 0,59**
5 dias 1,00 0,86™ 0,70
7 dias 1,00 0,92*
10 dias 1,00
Reducéo no peso de 100 graos (%)
Duracao do frio 3 dias 5 dias 7 dias 10 dias
3 dias 1,00 0,70™ 0,45 0,46™
5 dias 1,00 0,75 0,64**
7 dias 1,00 0,79*
10 dias | 1,00

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
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4.4. CONCLUSOES
A metodologia mais indicada para a avaliagdo da tolerancia ao frio no
periodo reprodutivo do arroz € através da menor redugéo no peso de 100 gréos
utilizando a temperatura de 17°C por sete dias no estadio de antese.
Dentre os gendtipos estudados, o Quilla 64117 é o mais tolerante ao

frio no estadio de antese e o Diamante o mais tolerante na microsporogénese.



CAPITULO V

HERANGA DO CARATER GRAU DE EXERGCAO DA PANICULA EM ARROZ

SOB TEMPERATURA BAIXA

5.1. INTRODUCAO

O arroz € mais sensivel & ocorréncia de temperaturas baixas no
periodo reprodutivo (Yoshida, 1981b), as quais tém uma relagdo direta com as
perdas no rendimento de grédos. De acordo com Takeoka et al. (1992) apud
Jacobs & Pearson (1994), o frio afeta os processos fisiolégicos do meristema
apical que determinam diretamente a diferenciagcdo da panicula e assim o
rendimento potencial e a fertilidade de espiguetas, resultando em menos gréos.
Na Australia, as perdas no rendimento de grédos em fungdo da ocorréncia de
temperaturas baixas no periodo reprodutivo sdo da ordem de 20 a 40% e ocorrem
a cada trés a quatro anos (Jacobs & Pearson, 1994). No Rio Grande do Sul (RS),
a situagdo é similar (Terres, 1987 apud Terres, 1991) pois o frio (temperaturas
abaixo de 20°C) tem ocorrido uma vez a cada trés anos com prejuizos no
rendimento de gréos superiores a 25% (Terres & Galli, 1985).

Além da alta porcentagem de esterilidade de espiguetas, outros
sintomas de dano também sdo observados em gendtipos sensiveis ao frio no

periodo reprodutivo como exer¢do incompleta da panicula, degeneracdo das
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espiguetas na extremidade da panicula, emisséo lenta das paniculas e manchas
de cor marrom nas glumelas (Terres, 1991). A exercéo incompleta da panicula é
um sintoma comumente relatado em varios paises (Chung, 1979; Hamdani, 1979;
Sthapit, 1990; Alvarado & Grau, 1991).

O grau de exercdo da panicula depende do comprimento relativo entre
o ultimo entrend e a bainha da folha bandeira (Kinoshita, 1984) e, portanto, da
elongacdo deste entrené no momento da antese. Quando a temperatura baixa
neste estadio, a elongagdo é menor ou ndo ocorre, causando a exergdo
incompleta da panicula (Vergara, 1991 apud Pandey & Gupta, 1993). Essa evita
a exposicao das espiguetas para que a polinizagdo ocorra apropriadamente,
propicia o aparecimento de doencgas e reduz o rendimento de grios (Griest, 1986
apud Pandey & Gupta, 1993).

A tolerancia ao frio no periodo reprodutivo tem sido apontada como
associada ao grau de exergdo da panicula, o qual poderia, entdo, ser usado
como critério de selecdo (Nanda & Seshu, 1979). De fato, esta caracteristica foi
sugerida como um indicativo da adaptabilidade dos gendtipos & temperatura
baixa (Kaneda, 1972 apud Takahashi, 1984). Segundo Lee (1979), cultivares de
arroz diferiram significativamente quanto a exercdo quando submetidas a
temperatura de 17°C por dez dias na fase de emissdo da panicula. Decréscimos
na porcentagem de graos cheios observados em plantas de arroz submetidas a
17°C do perfilhamento & maturagéo foram atribuidos a redugéo na exercdo da
panicula (Chung, 1979).

A geneética do grau de exergado da panicula sob temperatura baixa foi

estudada em condigbes de campo e apontada como sendo de base genética
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simples, com um gene dominante responsavel pela exercdo completa (Mahishi et
al., 1991; Pandey & Gupta, 1993).

No RS, apesar dos relatos de ocorréncia da exergdo incompleta da
panicula em consequéncia do frio no periodo reprodutivo do arroz (Souza, 1990),
nao existem dados a respeito da genética desta caracteristica em condigées de
campo. Neste sentido, o presente trabalho teve por objetivos verificar a
adequacdo da avaliagdo do grau de exercdo da panicula nas condigcbes de
ambiente do sul do Brasil e determinar a heranca e herdabilidade desta

caracteristica.

5.2. MATERIAL E METODOS
Os genétipos de arroz utilizados neste estudo foram Quilla 64117,
Diamante, IRGA 417 e BRS 7 - Taim. Os dois primeiros sdo provenientes do
Chile, pertencentes ao grupo Japonica e tolerantes ao frio, apresentando exercdo
completa da panicula em temperatura baixa. As duas Ultimas sdo cultivares
brasileiras de arroz, pertencentes ao grupo Indica e sensiveis ao frio, com

exercao incompleta da panicula em temperatura baixa.

5.2.1. Experimento conduzido a campo

Em 1997/98 foram realizados cruzamentos entre os quatro genétipos
na forma de um dialélico parcial e a geracédo F, foi cultivada na safra seguinte
para obtencdo da geracédo F,. Em 1999/00 foi conduzido um experimento com os
quatro genitores e a geracdo F, na Estacdo Experimental do Instituto
Riograndense do Arroz (IRGA), em Santa Vitéria do Palmar, RS. A escolha desta
localidade baseou-se no fato de ser a regi@do com maior incidéncia de

temperaturas baixas durante a estagéo de crescimento do arroz.
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O experimento foi instalado tardiamente, no dia 2 de dezembro de
1999, para forgar a coincidéncia do periodo de floragdo do arroz com o final do
més de fevereiro e meados do més de margo, quando a temperatura minima é
menor (Oliveira, 1997). A semeadura foi realizada & maquina, em sistema
convencional, em parcelas com seis linhas de 5 metros de comprimento
espacadas em 0,3 metros, totalizando uma area de 9 m?, tendo sido utilizada uma
densidade de 10 g de sementes por parcela. A emergéncia das plantas ocorreu
no dia 13 de dezembro e a adubacgio nitrogenada foi realizada aos 35, 50 e 60
dias da emergéncia, na dose de 50 kg/ha de uréia.

O delineamento experimental foi o de blocos ao acaso com trés
repeticées e dez tratamentos (quatro gendtipos e seis populagoes segregantes).
Foram tomadas, ao acaso, 20 plantas por parcela (repeticdo) para os gendtipos
genitores e 70 para a geracdo F,, num total de 60 plantas por genétipo genitor e
210 para cada populagao F,. Em cada planta, um dos perfilhos foi marcado
individualmente com um atilho amarrado na base e identificado com um ndmero.
A partir da fase de emborrachamento nos genétipos mais precoces, foram feitas
observacdes semanais quanto ao estadio do periodo reprodutivo de cada
perfilho, ou seja, se estava em emborrachamento, seu grau de exposicao da
panicula (%) e a porcentagem de antese na mesma, as quais serviram para
determinar o momento mais provavel de floragdo para cada perfilho.

Por ocasido da maturagdo, as paniculas identificadas em cada
tratamento foram colhidas individualmente, tomando-se o cuidado de coleta-las
juntamente com a folha bandeira para posterior avaliagéo da exercao.

As paniculas dos gendtipos genitores foram avaliadas quanto &

exercao, porcentagem de fertilidade de espiguetas e peso de 100 graos. As
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paniculas da geragéo F, foram avaliadas somente quanto a exergdo da panicula.
A avaliagdo da porcentagem de fertilidade de espiguetas e do peso de 100 grdos
ndo foi realizada devido a alta porcentagem de esterilidade constatada
visualmente na geragdo F, dos cruzamentos entre os gendtipos Indica e
Japdnica, a qual, por ser de natureza genética, impede a verificacdo dos efeitos
do frio sobre a mesma.

A exercao da panicula foi registrada como a distancia entre a sua base
e a ligula da folha bandeira, em cm. Assim, valores positivos indicaram exergcéo
completa e valores negativos exercdo incompleta da panicula, uma vez que a
base estava dentro da bainha da folha bandeira.

A fertilidade de espiguetas nos gendtipos genitores foi obtida através
da contagem do numero de graos cheios e vazios e expressa como porcentagem
de graos cheios sobre o numero total de graos da panicula.

O peso de 100 gréos foi obtido a partir da pesagem de todos os graos
da panicula, cheios e vazios, e calculando-se o valor correspondente para um
numero de 100 graos.

A andlise estatistica dos dados de exergdo da panicula, fertilidade de
espiguetas e peso de 100 grdos para os gendtipos genitores foi feita
considerando-se um modelo de blocos ao acaso com subamostragem nas
parcelas, sendo trés repeticdes e 20 subamostras por repeti¢ao.

Apoés a analise de residuos e regressao para verificar a normalidade e
necessidade de transformacdo, respectivamente, os dados de exercdo da
panicula e de porcentagem de fertilidade de espiguetas foram transformados
segundo a vV (x + 10), ndo tendo sido necessario nenhum tipo de transformacao

para o peso de 100 gréos. Os dados foram, entdo, submetidos a analise de
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variancia, comparagao de médias pelo teste de Duncan e célculo dos coeficientes
de correlacdo de Pearson, realizados no Programa SAS (Statistical Analysis
System).

A heranca da exercdo da panicula foi estudada através da andlise das
distribuicbes de frequéncia do carater nas seis populagdes avaliadas e a hipétese
de um gene foi testada pelo teste de Qui-quadrado.

O valor do teste de Qui-quadrado foi obtido pela férmula:
x> = Z (Fo— Fe)’ I F., onde:

F, = frequéncia observada para cada classe;
F. = frequéncia esperada para cada classe, com base na proporgéo mendeliana.

As distribuicdes de frequéncia para as geragdes P, P, e F, em cada
um dos cruzamentos foram obtidas pelo agrupamento dos dados em classes,
sendo o intervalo de classe tomado como % do desvio padrédo médio (Steel &
Torrie, 1980).

As variancias foram estimadas de acordo com Allard (1960):

VF = VF,
VE = (VP+VP,) / 2
VG = VF — VE

Onde: VP4, VP, e VF; representam as variancias das geracdes P4, P; e
F», respectivamente.

As estimativas de herdabilidade no sentido amplo foram calculadas
conforme Allard (1960):

h? = (VF - VE) / VF
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5.2.2. Experimento conduzido sob temperatura controlada

Este experimento foi conduzido na casa-de-vegetacdo e sala
climatizada do IRGA, em Cachoeirinha, RS. Os gendtipos genitores foram
semeados em baldes de 19,5 cm de altura por 16 cm de didmetro contendo solo
coletado a campo e adubado com 2 g da férmula 2-20-20, tendo sido utilizados
30 baldes por gendtipo. Vinte dias ap6s, foi feito um desbaste de forma a deixar
trés plantas por balde.

As plantas permaneceram na casa-de-vegetacdo até o estadio de
antese, considerado a partir do inicio da exposicdo da panicula, quando um
numero variavel de perfilhos por genétipo foi individualmente identificado e as
plantas levadas para uma sala climatizada com temperatura constante de 17°C e
fotoperiodo de 9h/15h por trés dias. Como o objetivo da avaliagdo sob condigao
controlada € permitir a comparagdo com a condicdo de campo é que esta
duracéo de frio foi escolhida, uma vez que ndo é usual periodos muito longos de
frio a campo. Ap6s este periodo, as plantas foram levadas de volta para a casa-
de-vegetacdo, onde permaneceram até a maturagdo. O experimento foi
conduzido no delineamento completamente casualizado com um namero variavel
de repetices, que corresponderam ao nimero de perfilhos submetidos ao
tratamento de frio na antese. As paniculas foram colhidas individualmente e
avaliadas quanto a exergéo, porcentagem de fertilidade de espiguetas e peso de
100 gréos, da mesma forma descrita para o experimento realizado a campo.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e comparacédo de
medias pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade. Foi feita também uma
analise de correlacdo entre os dados de exergéo, porcentagem de fertilidade de

espiguetas e peso de 100 graos obtidos em ambos os experimentos para
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investigar a relagdo entre o comportamento das caracteristicas estudadas a
campo e sob temperatura controlada nos quatro genitores e assim, verificar a
adequacao da avaliacdo a campo. Para isso foram obtidos os coeficientes de
correlagao simples entre as variaveis no Programa SAS (Statistical Analysis

System), que calcula o coeficiente de correlagédo de Pearson.

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O florescimento das plantas dos' genitores e das progénies F, ocorreu
a partir da segunda metade do més de fevereiro e se estendeu até quase o fim do
més de margo. Os gendtipos tolerantes Quilla 64117 e Diamante floresceram
aproximadamente 20 dias antes dos sensiveis BRS 7 - Taim e IRGA 417, por
serem mais precoces. Como consequéncia, houve grande segregacao para ciclo
na geragao F, dos cruzamentos sensivel x tolerante, o que torna imprecisa a
avaliacdo de diferentes plantas de um mesmo cruzamento, pois a variacdo de
temperatura no momento do florescimento pode ser consideravel de uma planta
para outra. Para evitar que tais problemas mascarassem os resultados, apenas
as paniculas que floresceram no periodo de 19/02 a 18/03 foram consideradas na
avaliagéo dos genitores e no estudo da heranca da exergao da panicula. Mesmo
com diferentes épocas de florescimento dentro deste periodo estabelecido, a
temperatura média e média das minimas ocorrentes no florescimento de cada
genitor e populagdo F, foi similar, propiciando que todos os genitores e
populagbes F, fossem avaliados em igualdade de condigdes e diminuindo a
variagdo intrinseca as condigdes de campo. A temperatura média para o periodo
considerado foi de 22,0°C(+1,5) e a temperatura minima meédia foi de 17°C (+2,0),

a qual é ideal porque esta situada abaixo dos 20°C, considerada como limite
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critico para o dano de frio. Observa-se, portanto, que apesar da temperatura
minima estar dentro da faixa desejada para o estresse de frio, houve variagéo
considerando-se que a temperatura média foi superior a 20°C, o que pode ser
uma fonte de erro para o experimento.

Para verificar se estas condigdes de campo foram suficientes como
estresse de frio e podem ser usadas para o estudo da heranca da exercdo da
panicula, os dados de exercdo da panicula, fertilidade de espiguetas e peso de
100 gréos obtidos nos genitores em Santa Vitoria do Palmar foram relacionados
aos obtidos nos mesmos genotipos sob temperatura controlada (Tabela 5.1). As
trés caracteristicas avaliadas em Santa Vitéria do Palmar foram positiva e
significativamente correlacionadas com as avaliadas em condigdo de sala
climatizada, com excecdo da porcentagem de fertilidade de espiguetas (Tabela
5.1). Assim, pode-se concluir que o comportamento da exergdo da panicula em
Santa Vitéria do Palmar foi similar ao obtido quando se submeteu os genitores a
17°C por trés dias na antese, demonstrando que os dados de campo podem ser

utilizados no estudo da heranca deste carater.

TABELA 5.1. Correlagdes entre a exer¢cdo da panicula, porcentagem de
fertiidade de espiguetas e peso de 100 grdos avaliadas nos
genitores em condi¢des de campo em Santa Vitéria do Palmar,
RS e sob temperatura controlada (17°C por trés dias na antese).

UFRGS, 2001.

Caracteristicas avaliadas sob temperatura

Caracteristicas avaliadas controlada

a campo Exercéo da Fertilidade de Peso de 100

panicula espiguetas graos
Exercao da panicula 0,90** 0,76 0,83**
Fertilidade de espiguetas 0,73* 0,49 0,64**
Peso de 100 graos 0,94™ 0,86* 0,93**

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.



108

Nas condicbes de campo descritas foram observadas diferencas
significativas entre os gendtipos genitores com relagdo as médias de exercdo da
panicula, porcentagem de fertilidade de espiguetas e peso de 100 graos, o que

indica que ha variabilidade entre os mesmos (Tabela 5.2).

TABELA 5.2. Médias de exergdo da panicula e desvio padrdo da caracteristica
(entre parénteses), médias de porcentagem de fertilidade de
espiguetas e do peso de 100 grédos para os gendtipos genitores
utilizados no estudo da heranca do grau de exergdo da panicula
em arroz em condi¢cdes de campo, em Santa Vitéria do Paimar, RS.

UFRGS, 2001.
Gendtipo Exercédo da panicula Fertilidade de Peso de 100

(cm) espiguetas (%) gréos (Q)
Quilla 64117 1,9 (:2,4) a 914 a 33 a
Diamante 24 (+26) a 879 b 31 b
BRS 7 - Taim -1,8 (+2,0) b 81,7 ¢ 19 ¢
IRGA 417 3,7 (#1,2) ¢ 76,8 d 16 d
CV(%) 113 3,9 10,3
R? 0,69 0,59 0,92

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Duncan a
5% de probabilidade.

Os gendtipos considerados tolerantes, Quilla 64117 e Diamante,
tiveram o melhor desempenho com relagdo as trés caracteristicas analisadas,
pois quando comparados aos sensiveis, apresentaram exercdo completa da
panicula (valores positivos), maior porcentagem de fertilidade de espiguetas e
peso de 100 graos superior (Tabela 5.2).

Quando se comparou os dados das trés caracteristicas avaliadas nas
condigbes de campo e de sala climatizada, observou-se que, apesar de nesta
ultima os valores do grau de exergéo, fertilidade e peso de 100 gréaos terem sido
menores, as diferengas entre genodtipos tolerantes e sensiveis foram mantidas.
(Tabelas 5.2 e 5.3). Além disso, os gendtipos sensiveis apresentaram uma

diminuigdo consideravel nas trés caracteristicas sob condigcdo de temperatura
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controlada, enquanto os gendtipos tolerantes ndo (Tabela 5.3), comprovando a
maior sensibilidade ao frio dos gendtipos BRS 7 - Taim e IRGA 417 em termos de
exercao da panicula, fertilidade de espiguetas e peso de 100 gréos.

O elevado valor do coeficiente de variagao relativo ao grau de exergao
da panicula avaliado nos genétipos na condi¢do da sala climatizada (Tabela 5.3)
deve ser decorrente da forma de medi¢cdo da caracteristica, que variou desde

valores positivos até valores negativos.

TABELA 5.3. Médias de exercao da panicula, porcentagem de fertilidade de
espiguetas e peso de 100 grédos para os gendtipos genitores
utilizados no estudo da heranca do grau de exergdo da panicula
em arroz em sala climatizada (17°C por trés dias na antese)

UFRGS, 2001.
Genétipo Exercéo da panicula Fertilidade de Peso de 100
(cm) espiguetas (%) graos (Q)
Quilla 64117 1,3a 90,7 a 37 a
Diamante -09b 799b 29b
BRS 7 - Taim -7,5¢ 242d 0,7d
IRGA 417 80c a3.5¢c 1.8¢
CV(%) -26,8 9,6 13,8
R? 0,95 0,96 0,95

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Duncan a
5% de probabilidade.

Por estes resultados observa-se que, nas condicdes de Santa Vitéria
do Palmar, foi possivel constatar diferencas significativas entre os genétipos com
relacdo as caracteristicas relacionadas a tolerancia ao frio no periodo
reprodutivo.

Apesar da porcentagem de fertilidade de espiguetas ser a forma mais
usual de avaliagdo da tolerancia ao frio de um gendtipo no periodo reprodutivo,
ela ndo pode ser avaliada na geracao F, dos cruzamentos em virtude da natureza

dos mesmos, uma vez que 0Os cruzamentos do tipo sensivel x tolerante
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envolveram genotipos Indica e Japodnica. Alta esterilidade tem sido observada
frequentemente em cruzamentos deste tipo, a qual tem sido apontada como
sendo decorrente de causas genéticas (Oka & Morishima, 1997). Na geragéo F»
dos cruzamentos estudados, observou-se claramente a existéncia de segregacéo
para fertilidade de espiguetas, a qual, por ser de origem genética, impediu a
avaliagdo desta caracteristica como um parametro da tolerancia ao frio. A
avaliagao da fertilidade e do peso de 100 gréos nos gendtipos genitores, por sua
vez, foi feita com o objetivo de verificar a relagdo destas caracteristicas com a
exercdo da panicula para assim comprovar a utilidade da mesma como um
indicativo de tolerancia ao frio no periodo reprodutivo. Os coeficientes de
correlagéo fenotipica obtidos indicaram uma associacao altamente significativa
entre todos os caracteres, de forma que quanto maior foi a exercdo da panicula,
maior foi a porcentagem de fertilidade de espiguetas e maior o peso de 100 graos
(Tabela 5.4). Assim, nas condigdes ambientais do presente estudo, € possivel

utilizar a exergéo da panicula como um critério de avaliagdo da tolerancia ao frio.

TABELA 5.4. Coeficientes de correlagdo fenotipica entre os caracteres de
exercdo de panicula, porcentagem de fertilidade de espiguetas e
peso de 100 graos avaliados nos genoétipos genitores em
condigdes de campo em Santa Vitéria do Palmar, RS. UFRGS,

= Exercéo da panicula % Fertilidade Peso 100 gréos
Exergdo da panicula 1,00 0,43** 0,68**
% Fertilidade 1,00 0,69**
Peso 100 graos 1,00

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

As distribuicbes de frequéncia dos genitores e geracdo F, para

exercdo da panicula nos seis cruzamentos estudados encontram-se na Figura
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5.1. Observou-se uma sobreposicdo entre os dois gendtipos tolerantes, o que
seria esperado, uma vez que eles n&o diferiram entre si quanto a exercao da
panicula (Tabela 5.2). No caso dos genitores sensiveis, apesar de também haver
uma certa sobreposicdo, observou-se que o IRGA 417 apresentou menores
valores de exer¢édo que o BRS 7 - Taim, o que também ficou evidenciado pelo
teste de comparacdo de médias (Tabela 5.2). A variagdo observada em cada
gendtipo genitor para a exergdo da panicula é, provavelmente, decorrente dos
efeitos do ambiente sobre o carater no momento do florescimento de cada planta.

A distingcao entre gendtipos sensiveis e tolerantes pdde ser observada
nos quatro cruzamentos sensivel x tolerante, em que os primeiros apresentaram
exercao predominantemente negativa e os Ultimos maioria de valores positivos
para o carater (Figura 5.1). Os dados de exercéo da panicula para a geragdo F,
destes cruzamentos revelaram uma distribuicdo continua e a média da F, tendeu
aquela do genitor sensivel, sendo negativa em todos os cruzamentos (Figura
5.1).

Estes resultados discordam com os relatados na literatura, em que a
exercdo da panicula foi de heranga simples, sendo a exercdo completa
condicionada por um gene dominante (Mahishi et al., 1991; Pandey & Gupta,
1993). Em tais estudos, porém, a exer¢do da panicula foi tratada como uma
variavel discreta, sendo os dados classificados nas classes exergcdo completa vs.
incompleta e submetidos ao teste do Qui-quadrado. No presente trabalho, o
carater foi avaliado de forma quantitativa, sendo o grau de exergdo da panicula
expresso, em cm, acima ou abaixo da ligula da folha bandeira. Este
procedimento, aliado a influéncia de fatores ambientais, pode explicar a

distribuicdo continua dos dados (Mather & Jinks, 1982).
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Diamante (T) x Quilla 64117 (T) BRS 7 - Taim (S) x IRGA 417 (S)

40, 40 —
“Ji s seakas BRS 7-Taim
——=-RGA 417
'
a{
20 -
|5J|
104
|
|
54
|
0l =
M2N-0-9 8.7 6.5 432100123 456789 0MB 20 -8 8 T 65 43210 1 2 3405 67 8 9 101 12

BRS 7 - Taim (S) x Quilla 64117 (T) BRS 7 - Taim (S) x Diamante (T)

—F2
— ——-BRS7-Taim

—r2 |
, — ——-BRST-Taim 354
:w} «------Quila 64117 w1

Numero de paniculas

-M2-1M.10 .8 B T B85 -4.3-2.10 1 2 3 4 5 87T & 9 101 12

IRGA 417 (S) x Quilla 64117 (T)

.1?-11-‘.0-9-3J-5-54-3-2-10123‘58?89!011!2

IRGA 417 (S) x Diamante (T)

40 —_R
40 1
—F2
| - ——-RGA 417
354 ———-RGA 417 34
| -+ = . Diarrante
- = - - Quila 64117

L

-2-M-0-8 .8 .7 6.5 .4.3.2.901 2 34567 8 8§ w0 11 12

2-N-W -8 BT BS54 320001 2 3 4 85 6T 8 9 W01 12

Exerc&o da panicula (cm)

FIGURA 5.1. Distribuicbes de frequiéncia para o grau de exercdo da panicula em
seis cruzamentos de arroz entre dois gendtipos tolerantes (T) e
dois sensiveis (S) ao frio avaliados a campo em Santa Vitéria do
Palmar, RS. UFRGS, 2001.
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Observando-se as diferengas entre as médias de exercdo dos
genitores e considerando-se, a partir dai, valores superiores a zero como exercéo
completa e valores iguais ou inferiores a zero como exergdo incompleta,
classificou-se os dados da geracdo F, nestas duas classes, submetendo-os ao

teste do Qui-quadrado para um gene de diferenca (Tabela 5.5).

TABELA 5.5. Numero de paniculas com exergdo completa (superior a zero) e
incompleta (igual ou inferior a zero) e ajuste do teste de Qui-
quadrado em seis cruzamentos de arroz avaliados sob temperatura
baixa em Santa Vitéria do Palmar, RS. UFRGS, 2001.

Cruzamento Exercdo incompleta Exercdo completa Total 2 (3:1)
BRS 7 - Taim x Quilla 64117 139 44 183 1,8
BRS 7 - Taim x Diamante 135 57 192 2,3
IRGA 417 x Quilla 64117 157 62 219 1.3
IRGA 417 x Diamante 152 34 186 4 5*
BRS 7 - Taim x IRGA 417 137 4 141 36,9
Diamante x Quilla 64117 64 134 198 5,7*

x2.05(1) = 3,84 e x2.01(1) = 6,64
* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

Este critério de separacéo levou em conta a média e o desvio padréo
dos gendtipos genitores (Tabela 5.2), sendo o valor zero o ponto médio entre os
tolerantes e sensiveis, com excegdo dos cruzamentos envolvendo o genétipo
IRGA 417, cuja média de exergéo foi a menor.

Os resultados obtidos indicaram adequagcdo do modelo para os
cruzamentos BRS 7 - Taim x Quilla 64117, BRS 7 - Taim x Diamante e IRGA 417
x Quilla 64117, sendo a exercéo completa da panicula condicionada por um gene
recessivo (Tabela 5.5). No cruzamento IRGA 417 x Diamante, o modelo de um
g‘ene nao explicou a segregacdo observada, no entanto esta ficou préxima 2

esperada para um gene de diferenca, de forma que ao se considerar os valores
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de exercdo iguais a zero observados na geracdo F, como exercdo completa,
verificou-se a adequabilidade do modelo (x> = 2,1). O mesmo ocorreu para o
outro cruzamento envolvendo o sensivel IRGA 417, que apesar de ja estar
adequado ao modelo de um gene (Tabela 5.5), continuou assim quando se
considerou valores iguais a zero como exercéo completa (3 = 3,1). A questdo de
considerar valores zero como exer¢éo completa ou incompleta foi arbitraria, uma
vez que o zero foi o ponto médio entre os tolerantes e o sensivel BRS 7 - Taim.
Pode-se, portanto, concluir que um gene recessivo foi responsavel pela exercéo
completa nos quatro cruzamentos entre os genétipos tolerantes e sensiveis
estudados (Tabela 5.5).

O cruzamento entre os gendtipos sensiveis, como seria esperado,
apresentou 97% das paniculas com exercdo incompleta, indicando auséncia de
segregacdo. O cruzamento entre os dois gendétipos tolerantes também néo se
adequou ao modelo de um gene de diferenca, porém na F, foram observadas
32% de plantas com exer¢ao incompleta da panicula (Tabela 5.5 e Figura 5.1).
Esta segregacéo transgressiva pode advir da atuacao de genes complementares
nos genitores, bem como de efeitos ambientais.

Apesar do fato de que no presente trabalho foram consideradas
apenas as paniculas que floresceram na mesma faixa de temperatura, as
flutuagdes que ocorreram nesta faixa e a interacdo com outros fatores ambientais
podem ser responsaveis por parte da variagdo observada nos genitores e
geragao F,. Em condicdes de temperatura controlada, tais efeitos séo
minimizados, uma vez que se utiliza uma temperatura constante e a mesma é
aplicada num estadio preciso do desenvolvimento da planta. A maior limitagéo

neste caso é o espaco disponivel, que impede a avaliagao de varios cruzamentos
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ou mesmo de varias plantas de um mesmo cruzamento simultaneamente. Os
resultados de Mahishi et al.(1991) e Pandey & Gupta (1993), também foram
obtidos em condi¢cdes de campo, porém em ambos os trabalhos as temperaturas
médias maximas e minimas foram 22 e 15°C, respectivamente, ou seja, as
temperaturas predominantes foram substancialmente inferiores as que ocorreram
em Santa Vitéria do Palmar. Conforme Jennings et al. (1979), a avaliagcdo
consistente em condi¢gdes de campo s6 € obtida em locais frios. Além disso, nos
trabalhos de Mahishi et al.(1991) e Pandey & Gupta (1993), os cruzamentos
analisados eram do tipo Indica x Indica, o que elimina a possibilidade de
distorcbes na segregacdo naqueles cruzamentos, bem como de efeitos
intrinsecos ao grupo. Ja no presente trabalho, os cruzamentos sensivel X
tolerante foram do tipo Indica x Japdnica, os quais, segundo Virk et al. (1998)
podem apresentar distor¢des na segregacao devido a diferengas na constituicdo
genética entre os dois grupos (Seetharaman, 1964). Este pode n&o ter sido o
caso no presente trabalho, em que a segregacdo observada nos cruzamentos
entre genoétipos sensiveis e tolerantes indicou que um gene recessivo foi
responsavel pela exergcdo completa nos gendtipos Quilla 64117 e Diamante.
Resultado semelhante foi relatado por Acharya (1987) que, num estudo dialélico,
verificou que os alelos que aumentaram a exer¢cdo da panicula foram, na sua
maioria, recessivos. Considerando-se a importancia do substrato genético e do
ambiente na expressdo dos genes, pode-se inferir que as diferencas entre os
resultados deste trabalho e os obtidos por Mahishi et al. (1991) e Pandey &
Gupta (1993) sao provavelmente devidos aos diferentes materiais genéticos e

ambientes utilizados.
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Sabe-se, que, de maneira geral, o grupo Japonica se caracteriza pela
exercao rapida e completa da panicula e o grupo Indica pela exercdo incompleta,
porém a temperatura baixa agrava ainda mais o problema de exercdo parcial
neste grupo (Yoshida, 1981a). Diferengas intrinsecas ao grupo aliadas a
flutuagdo de temperatura ndo parecem ser suficientes para invalidar os
resultados, uma vez que estes foram significativamente correlacionados com os
obtidos sob temperatura controlada (Tabela 5.1), em que houve comprovado
efeito da temperatura baixa sobre a exer¢cdo da panicula, diminuindo-a nos
gendtipos Indica.

Pelos resultados obtidos observou-se que, nas condicdes de Santa
Vitéria do Palmar, foi possivel detectar diferengcas genéticas entre os genétipos
no que se refere a exergdo da panicula. A relagdo destas diferencas genéticas
com a maior ou menor tolerancia ao frio ndo pode, porém, ser afirmada, pois a
porcentagem de fertilidade de espiguetas ndo foi avaliada na geragdo F,. No
entanto, o efeito da exerg&o incompleta da panicula na diminuicéo da fertilidade e
do peso de 100 gréos ja foi relatado (Chung, 1979), indicando que a selegdo para
maior exer¢ao tem um papel ao menos indireto no aumento da tolerancia ao frio.
Isto também foi observado no presente trabalho, em que a exergdo da panicula
nos genotipos genitores foi significativamente relacionada as outras duas
caracteristicas (Tabela 5.4).

As estimativas de herdabilidade no sentido amplo obtidas para os
cruzamentos entre gendtipos sensiveis e tolerantes foram moderadas (Tabela
5.6), indicando a possibilidade de ganho genético por meio da selecdo de
genodtipos com maior exercao da panicula, em condi¢des de campo. No entanto

este resultado ndo condiz com a analise genética realizada, em que um gene
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recessivo foi responsavel pela exercdo completa da panicula nos gendtipos
Quilla 64117 e Diamante, sendo, portanto, esperada uma herdabilidade alta para
o carater. Este resultado pode ser devido a uma baixa expressividade deste
gene, a qual dificultou a identificacdo das plantas com esta caracteristica na
geracao F,. Além disso, esta baixa expressividade do gene pode também ter
contribuido para a alta freqiéncia de paniculas com exercdo incompleta na
geragao F» do cruzamento entre os dois gendtipos tolerantes (Figura 5.1 e Tabela

5.5).

TABELA 5.6. Valores de variancia fenotipica (VF), de ambiente (VE) e genética
(VG) e herdabilidade no sentido amplo para o carater exercdo da
panicula em quatro cruzamentos de arroz. UFRGS, 2001.

Cruzamento VF VG VE s
BRS 7 - Taim x Quilla 64117 12.9 7.2 5,0 06
BRS 7 - Taim x Diamante 11,0 55 58 0,5
IRGA 417 x Quilla 64117 10,3 6,6 ST 0,6
IRGA 417 x Diamante 96 54 42 06

A forma de avaliagdo do grau de exercdo da panicula aliada & baixa
expressividade do gene pode ter sido responsavel pelo comportamento
quantitativo deste carater, cuja base genética é simples.

Pelo fato da exer¢éo completa ter sido condicionada por um gene
recessivo nos cruzamentos estudados, seria recomendado o uso de populagdes
maiores para a selegdo do carater, uma vez que a classe desejavel estara em
menor frequéncia. No entanto, é importanté salientar que, sob o ponto de vista do
melhoramento, a herancga condicionada por um gene recessivo € a ideal, pois

uma vez selecionado o carater € fixado ja na proxima geragéo.
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5.4. CONCLUSOES

Ha variabilidade entre os gendtipos genitores para exercdo da
panicula, porcentagem de fertilidade de espiguetas e peso de 100 grdos nas
condi¢cdes de Santa Vitoria do Palmar.

A associagao da exer¢cdo da panicula com as demais caracteristicas
demonstram que ela pode ser utilizada como indicativo da tolerancia ao frio no
periodo reprodutivo.

A caracteristica de exer¢gdo completa da panicula nos gendtipos
tolerantes Quilla 64117 e Diamante é condicionada por um gene recessivo.

A herdabilidade do carater grau de exercdo da panicula € moderada,

podendo ser devida a baixa expressividade do gene.



CAPITULO VI

VARIABILIDADE FENOTIPICA E MOLECULAR EM GENOTIPOS DE ARROZ

COM DIFERENTES REAGOES AO FRIO

6.1. INTRODUCAO

A tolerancia ao frio em genétipos sulbrasileiros de arroz é importante
devido a ocorréncia de temperaturas baixas nos estadios iniciais e no periodo
reprodutivo, as quais prejudicam o estabelecimento da lavoura e o rendimento de
graos, respectivamente (Souza, 1990; Terres, 1991). A selecdo para tolerancia
ao frio &, no entanto, dificultada devido @ complexa base genética do carater
(Acharya & Sharma, 1983; Khan et al., 1986), aliada a falta de controle sobre o
estresse em condicoes de campo. Além disso, € geralmente aceito que a
tolerancia ao frio em arroz varia conforme o periodo de desenvolvimento da
planta (Vergara et al.,, 1976; Lee 1979). De fato, estudos realizados com
germoplasma de diferentes origens e pertencente aos dois grupos, assim como
estudos utilizando hibridos F; e os respectivos genitores demonstraram que a
tolerancia ao frio na germinacao e no periodo vegetativo ndo foi correlacionada
com a tolerancia no periodo reprodutivo (Li et al., 1981; Datta & Siddig, 1983;
Kaw & Khush, 1986; Shahi & Khush, 1986; Kaw, 1991). Por isso, conforme Heu &

Bae (1972), a selecdo em apenas um periodo de desenvolvimento ndo é
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suficiente em locais onde o estresse de frio pode ocorrer tanto no inicio como no
fim do ciclo, o que dificulta ainda mais o melhoramento para tolerancia ao frio em
arroz, ja que a selecdo deve ser praticada em todos os periodos onde se
pretende incorporar tolerancia.

Variagbes ao nivel de sequéncias de DNA tém sido muito utilizadas
como marcadores para analise gendmica em plantas. Varios sio os tipos de
marcadores de DNA disponiveis, os quais apresentam vantagens e desvantagens
inerentes a cada técnica, e que sao relativas a aspectos como custo, tempo para
obtengdo dos resultados e grau de polimorfismo (Ferreira & Grattapaglia, 1995;
Milach, 1998a). De forma geral, as principais vantagens dos marcadores de DNA
€ que sao independentes do ambiente e do periodo de desenvolvimento da
planta e sdo mais confidveis que os marcadores morfoldgicos e enzimaticos (Xu
et al., 1998).

O uso de marcadores de DNA em arroz tem possibilitado a
caracterizagao molecular de cultivares (Ko et al., 1994; Mackill, 1995; Garland et
al., 1999), o estudo da diversidade genética dentro da espécie (Zhu et al., 1998)
e a identificagcao dos grupos (Xu et al., 1998). Além disso, a construgdo de mapas
moleculares altamente saturados (McCouch et al,, 1988; Chen et al, 1997)
tornou possivel a associagcéo de marcadores moleculares a tolerancia ao frio nos
periodos vegetativo (Yan et al., 1999; Suh et al., 2000) e reprodutivo do arroz
(Saito et al., 1995).

A selecdo assistida por marcadores moleculares através do
mapeamento de QTLs (quantitative trait loci) € extremamente interessante por
permitir que um carater de heranca quantitativa seja manipulado de forma

qualitativa, por meio da selecido de marcadores de heranga simples. A utilidade
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desta ferramenta € ainda maior quando o carater € de dificil selecdo e fortemente
influenciado pelo ambiente, como € o caso da tolerancia ao frio em arroz. Assim,
o uso destes marcadores possibilita a selecdo para tolerancia ao frio
independente da ocorréncia do estresse, permitindo que um grande nuimero de
individuos seja avaliado. A facilidade, rapidez e o baixo custo aliado ao grau de
polimorfismo gerado fazem dos marcadores do tipo RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) bastante uteis para o mapeamento de caracteristicas de
importancia agrondomica e selegdo assistida (Ferreira & Grattapaglia, 1995).
Marcadores de RAPD ja foram associados tanto & tolerancia quanto a
sensibilidade ao frio no periodo vegetativo do arroz e foram indicados para
selegao assistida do carater (Kim et al, 1999; Chen, com. pessoal).

No processo de mapeamento, a escolha do germoplasma a ser
utilizado & fundamental, pois quanto maior for a distancia genética entre os
genotipos que dardao origem a populagdo a ser mapeada, maior a chance de
serem detectados polimorfismos a nivel de DNA (Milach, 1998b). Assim, a
divergéncia dos possiveis genotipos genitores quanto a varios marcadores e ao
carater de interesse deve ser levada em consideragao na escolha da populagcéo a
ser mapeada, pois dela dependera o sucesso no mapeamento.

Neste sentido, este trabalho teve por objetivos caracterizar a reagéo ao
frio de seis gendtipos de arroz em trés periodos de desenvolvimento, verificar a
correlagdo entre estes periodos quanto a tolerancia ao frio e identificar a
populacdo mais adequada para o mapeamento deste carater em arroz por meio
do polimorfismo existente entre os seis gendtipos quanto a marcadores de RAPD

e caracteristicas fenotipicas de tolerancia ao frio.
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6.2. MATERIAL E METODOS
Seis gendtipos de arroz, sendo trés tolerantes e pertencentes ao grupo
Japonica (Quilla 66304, Quilla 64117 e Diamante) e trés sensiveis e pertencentes
ao grupo Indica (IR 8, IRGA 417, BRS 7 - Taim), foram caracterizados fenotipica

e molecularmente, conforme descrito a seguir.

6.2.1. Caracterizagdo fenotipica

A caracterizagdo dos genétipos quanto & tolerancia ao frio foi feita sob
condi¢cdes de temperatura controlada em trés periodos de desenvolvimento por
meio de experimentos conduzidos independentemente e relatados na sequéncia.

Os experimentos conduzidos no periodo de germinacdo foram
realizados no Laboratério de Sementes do Departamento de Plantas de Lavoura,
UFRGS, e os experimentos conduzidos nos periodos vegetativo e reprodutivo
foram realizados na casa-de-vegetacdo e sala climatizada do IRGA, em

Cachoerinha, RS.

6.2.1.1. Periodo de germinacgéo

6.2.1.1.1. Experimento |

Neste experimento, os seis gendtipos de arroz foram submetidos &
germinacao sob duas condigdes: 13°C por 28 dias (frio) e 28°C por sete dias
(controle). As sementes foram desinfestadas em alcool 70% por 30 segundos e
hipoclorito de sédio 5% por 20 minutos, sendo apés lavadas seis vezes com agua
destilada estéril. Foram, entdo, colocadas em placas de Petri contendo papel
germinador umedecido com agua destilada e 1 ml de Benomil 2,5 ppm para evitar

contaminacdo. O experimento foi conduzido no delineamento de blocos
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casualizados com frés repeticdes, sendo os blocos constituidos por diferentes
prateleiras na camara de germinacéo. Foram colocadas 20 sementes por placa
de Petri, constituindo a média desta placa uma repeticdo, num total de 60
sementes por genotipo.

O comprimento do coledptilo das sementes foi medido, em mm, 28 dias
apoés o inicio do experimento para a condi¢do de frio e sete dias apds para a
condicao controle. A avaliacdo da tolerancia ao frio foi feita por meio da
porcentagem de redugcdo no comprimento do coledptilo (Redcol), obtida
comparando-se os dados de comprimento do coleoptilo dos gendtipos na
condicdo de frio com os dados de comprimento na condi¢do controle e
calculando-se a porcentagem de reducdo neste comprimento pela germinacéo

sob temperatura baixa.

6.2.1.1.2. Experimento Il

Neste experimento, os seis gendtipos de arroz foram submetidos a
germinagdo sob temperatura variavel tendo sido utilizado: 28°C por 72 horas,
13°C por 96 horas e novamente 28°C por mais 72 horas. A desinfestacao das
sementes e a condug¢do do experimento foram feitos conforme o experimento |.

O comprimento do coledptilo foi medido em duas ocasides: apds o
periodo de 96 horas a 13°C e apds o segundo periodo de 72 horas a 28°C. A
avaliacdo da tolerancia ao frio foi feita através do recrescimento do coledptilo
(Recresc), em mm, que consistiu na diferenca entre a segunda e a primeira
medicdes, ou seja, na capacidade de crescimento do coledptilo apds o periodo

de frio.
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6.2.1.2. Periodo vegetativo

Os seis genétipos de arroz foram semeados em baldes de 19,5 cm de
altura por 16 cm de diametro contendo solo coletado no campo e adubados com
2 g da formula 2-20-20 e, 40 dias ap6s a emergéncia das plantas, foi feita
adubacao nitrogenada com 2 g de uréia. Foram utilizados dois baldes por
genotipo e 20 dias apos foi feito um desbaste deixando-se trés plantas por balde,
as quais foram mantidas em casa-de-vegetacao.

Quando estavam com seis folhas, metade das plantas de cada
genodtipo foi submetida a temperatura de 15°C por 12 dias em sala climatizada
com fotoperiodo de 12 horas e a outra metade permaneceu na casa-de-
vegetacao como controle. A radiagdo utilizada na sala climatizada foi constituida
por lampadas fluorescentes e incandescentes e estava em torno de 112.300 lux,
o que corresponde a 1517,7 umol s” m?. Diferencas de intensidade e qualidade
de luz entre a sala climatizada e a casa-de-vegetacao constituiram uma variavel
nao controlada.

Apos os 12 dias de frio as plantas foram avaliadas quanto a estatura e
grau de amarelecimento das folhas (data 1). A partir dai, a temperatura da sala
foi programada para 28°C por um periodo de sete dias e, apds este periodo, foi
feita nova avaliagao da estatura e do amarelecimento das folhas (data 2). Nestas
mesmas datas, foram também avaliadas a estatura e o amarelecimento das
folhas das plantas mantidas na casa-de-vegetagcdo como controle. Para cada
gendtipo e data foram, entdo, avaliadas seis plantas (trés em casa-de-vegetacdo
e trés na sala climatizada), sendo cada planta uma repeticao, de forma que para
cada genotipo se teve trés repeticbes na condicdo de frio e trés na condicao

controle. O delineamento experimental utilizado foi o completamente casualizado.
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A estatura foi avaliada medindo-se a distancia da base da planta até a
ponta da folha mais longa, em cm. O grau de amarelecimento foi avaliado por
meio de leituras com aparelho clorofildmetro, as quais foram realizadas na base,
meio e apice da 4°, 5° e 6° folhas de cada planta. Cada repeticdo foi constituida
pela média das trés folhas de cada planta, as quais foram obtidas a partir da
média das trés leituras de cada folha.

A tolerancia ao frio no periodo vegetativo foi obtida pela comparagao
das avaliagOes realizadas na situacdo de frio com o controle e expressa como a
porcentagem de redugdo na clorofila e na estatura das plantas nas datas 1 e 2

(Redclod1, Redclod2, Redestd1 e Redestd2).

6.2.1.3. Periodo reprodutivo

O experimento foi instalado da mesma forma que para o periodo
vegetativo, porém foram utilizados dez baldes para cada genétipo, num total de
30 plantas por gendtipo.

O delineamento experimental utilizado foi o completamente
casualizado, com um numero variavel de repetigdes, as quais corresponderam ao
namero de perfilhos avaliados. A temperatura utilizada para a avaliacéo da
reacdo dos gendtipos ao frio foi a de 17°C, aplicada nos estadios de
microsporogénese e antese por sete dias. Em cada gendtipo, algumas plantas
foram mantidas permanentemente na casa-de-vegetagdo como controle.

O estadio de microsporogénese foi visualmente determinado através
da distancia entre as auriculas da folha bandeira e as da folha anterior, tendo

sido utilizado um intervalo de -3 a +10 cm como indicativo deste estadio
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(Shibata,1979). Tomou-se o cuidado de, para cada genétipo, selecionar perfilhos
com diferentes distancias, de modo a abranger toda a variacdo de -3 a 10 cm.

O estadio de antese foi considerado a partir do inicio da exposicio da
panicula e, no caso de haverem flores abertas, as mesmas foram manualmente
eliminadas.

Os perfilhos selecionados foram identificados através de um atilho
amarrado na base, quanto ao gendtipo e estadio, e as plantas foram, entzo,
levadas a sala climatizada com temperatura constante de 17°C e fotoperiodo de
9h/15h por sete dias. Apds o periodo de frio, as plantas foram levadas de volta a
casa-de-vegetacdo onde permaneceram até a maturacdo. Neste estadio, as
paniculas das plantas submetidas ao frio e as das plantas controle foram colhidas
individualmente e posteriormente avaliadas quanto ao grau de exergdo,
porcentagem de fertilidade de espiguetas e peso de 100 gréos.

O grau de exercdo da panicula foi tomado como a distancia entre a
base da panicula e a ligula da folha bandeira, em cm, sendo que valores
positivos indicam exer¢do completa da panicula e negativos exergio incompleta.
A fertilidade de espiguetas foi obtida através da contagem do nimero de graos
cheios e vazios e expressa como porcentagem de graos cheios sobre o nimero
total de gréos da panicula. O peso de 100 gréos foi obtido a partir da pesagem de
todos os graos da panicula, cheios e vazios, e ajustando-se o valor
correspondente para um numero de 100 gr&os.

Cada observac@o relativa a estas caracteristicas foi expressa como
porcentagem de redugdo em relagdo ao controle, que representou o valor médio
de exercao, porcentagem de fertilidade de espiguetas e peso de 100 gréos para

cada gendtipo nas condi¢cdes da casa-de-vegetacdo. Desta forma, a tolerancia
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dos gendtipos ao frio no periodo reprodutivo foi avaliada através das
caracteristicas de porcentagem de redugdo na exercdo da panicula, na fertilidade
de espiguetas e no peso de 100 grdos na microsporogénese e antese

(Redexerm, Redexera, Redfertm, Redferta, Redpgraom e Redpgraoa).

6.2.1.4. Analise estatistica

Os dados relativos as caracteristicas de tolerancia ao frio avaliadas
nos seis genotipos em trés periodos de desenvolvimento foram submetidos a
analise de variancia e comparagdo de médias pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade. A associacdo entre os diferentes periodos de desenvolvimento e
entre caracteristicas dentro de um mesmo periodo quanto & tolerancia ao frio foi
verificada através do calculo dos coeficientes de correlacdo de Pearson. Estas
analises foram realizadas no Programa SAS (Statistical Analysis System).

Os dados fenotipicos foram também utilizados em uma andlise de
agrupamento para os seis genotipos de arroz, de forma a identificar os mais
divergentes e, assim, a populagdo mais adequada para o mapeamento da
tolerancia ao frio.

A partir dos dados médios dos seis gendtipos para as 12
caracteristicas foi produzida uma matriz de correlagéo utilizando a fungéo Simint
do Programa NT-SYS, a qual foi utilizada para a andlise de agrupamento feita
pelo método UPGMA (Unweighted Pairgroup Arithmetic Average Clustering
Method). Com os resultados desta analise foi construido um dendrograma,
mostrando a proximidade relativa entre os genétipos quanto a reacéo ao frio nos

periodos de desenvolvimento avaliados.
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6.2.2. Caracterizacdo molecular

As analises moleculares foram realizadas no Laboratério de Genética
Molecular do Departamento de Plantas de Lavoura, UFRGS.

O DNA dos gendtipos foi extraido a partir de folhas de plantulas jovens
conforme o protocolo de Nelson (1993). A verificacdo de polimorfismos ao nivel
de DNA foi feita pela técnica de RAPD, que se baseia na reacdo de PCR
(Polymerase Chain Reaction), utilizando o seguinte protocolo de reagdo: tampao
Gibco, BRL 1X, MgCl; [2,5mM], dNTPmix [0,2mM], 25 ng de primer, 1U de Taq
polimerase (Thermus aquaticus Gibco, BRL) e 20 ng de DNA gendmico em 13 pl
de volume final completado com agua milliQ estéril.

A amplificacdo do DNA foi feita em termociclador MJ Research
utilizando o seguinte programa: 94°C por 4, seguido de 45 ciclos de 94°C por 30"
(desnaturacéo), 37°C por 30” (anelamento) e 72°C por 66~ (extensao) e um
estagio final de 72°C por 7. Os produtos de RAPD foram separados por
eletroforese em gel de agarose 2% com tamp&o TBE 0,5X e 0,192 pl/mL de
Brometo de Etidio. Foi utilizado DNA ladder 1Kb (Gibco Research Laboratories,
BRL) como marcador de tamanho e os géis foram visualizados em
transiluminador UV e fotografados pelo sistema Kodak Digital Science.

Foram testados 99 primers da OPERON, porém os resultados foram
baseados apenas em 74 primers que forneceram 161 bandas polimérficas e com
intensidade confiavel para andlise (Tabela 6.1).

A partir dos dados moleculares foi realizada uma andlise de
agrupamento de forma a verificar quais os gendtipos mais divergentes e,
portanto, a populagcdo com maior grau de polimorfismo a nivel de DNA a ser

utilizada no mapeamento da tolerancia ao frio em arroz. Para isto, os resultados
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das analises de RAPD foram computados como 1 (presenca de banda) e 0
(auséncia de banda), constituindo uma matriz de dados relativa aos seis
gendtipos e 161 marcadores. A similaridade dos gendtipos a partir desta matriz
de dados foi feita pelo célculo do coeficiente de Jaccard, utilizando a fungéo
Simqual do Programa NT-SYS. A partir da matriz de similaridade produzida foi
realizada a analise de agrupamento pelo método UPGMA e construido o

dendrograma.

TABELA 6.1. Primers (série e nimero) utilizados para a caracterizacdo molecular
de seis gendtipos de arroz. UFRGS, 2001.

Série do primer Numero do primer
OPERON A 4,9,10,12,17e 19
OPERON D 1,2,5,8,12,15¢e 19
OPERON E 1,2,4,6,9, 12, 14,15, 17 e 20
OPERON L 1,2,3,4,5,6,8,9, 10, 11, 14, 15, 18 e 20
OPERON M 2,10,11,12, 13 e 18
OPERON P 1,3,4,6,7,8,13,14,17,18e 19
OPERONT 1,2,4,6,9,16,17e 20
OPERON U 2,3,5,6,7,8910,12,17,19e 20

6.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os seis gendtipos de arroz diferiram significativamente entre si para as
12 caracteristicas estudadas (Tabela 6.2), indicando a existéncia de variabilidade
para tolerancia ao frio nos trés periodos de desenvolvimento. Cabe salientar que
quanto maior o recrescimento do coledptilo e menor a reducdo nas outras
caracteristicas avaliadas, maior € a tolerancia ao frio do genétipo. Considerando
o conjunto de caracteristicas, pode-se observar que, de forma geral, os genétipos

Japonica foram mais tolerantes ao frio que os gendétipos Indica, o que concorda
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com relatos anteriores (Li et al., 1981: Shahi & Khush, 1986). No entanto, a

tolerancia e sensibilidade dos genodtipos dentro dos grupos Japénica e Indica,

respectivamente, variou conforme a caracteristica considerada.

TABELA 6.2. Médias das caracteristicas porcentagem de reducdo no
comprimento do coledptilo (Redcol), recrescimento do coledptilo
(Recresc), porcentagens de reducao na clorofila nas datas 1 e 2
(Redclod1 e Redclod2), de reducédo na estatura nas datas 1 e 2
(Redestd1 e Redestd2), porcentagens de reducéo na exercso,
na fertilidade de espiguetas e no peso de 100 gréos na antese
(Redexera, Redferta e Redpga) e na microsporogénese
(Redexerm, Redfertm e Redpgm) em seis gendtipos de arroz.

UFRGS, 2001.
Germinacéo Periodo vegetativo

Gendipe: —redcol  Rewest  Redool Fadtio Fadesit Redestd2
BRS 7-Taim 38 a 9b 36 a 38b 14 ab 13 ab
IRGA 417 32a 10b 31 a 55a 11 ab 4b
IR8 43 a 15b 29 a 37b 10 ab 8b
Diamante 11b 28 a 16 b 20c 22 a 22 a
Quilla 66304 31a 28 a 13b 8c 2b 7b
Quilla 64117 15b 26 a 7b Sc 3b 3b

Periodo reprodutivo

Soon o Redexera Redferta Redpga Redexerm Redfertm Redpgm
BRS 7-Taim 243 b 99 a 88 a 12b 95 a 84 a
IRGA 417 125d 99 a 88 a 14 b 67 c 58c
IR8 649 a 87 b 77 a 443 a 82b 73b
Diamante 162 ¢ 46 c 47 b 11b 6d 14 e
Quilla 66304 139 cd 52c 57b 9b 2d 7e
Quilla64117° 1e 11d 26 ¢ 50 b 14d 30d

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan («=0,05)

As correlagbes entre as 12 caracteristicas estudadas foram obtidas

com o objetivo de verificar a relacdo entre os diferentes periodos de
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desenvolvimento e entre as diferentes caracteristicas avaliadas em um mesmo
periodo quanto a tolerancia ao frio (Tabela 6.3).

Na germinagdo, as duas caracteristicas avaliadas foram negativa e
significativamente correlacionadas, porém a magnitude da correlagéo foi
intermediaria, indicando que a selegdo para aumento do recrescimento do
coledptilo ndo implica necessariamente em diminuir a porcentagem de reducgéo
no comprimento do coledptilo e vice-versa. Estes resultados comprovam o
observado no Capitulo I, em que a provavel relacdo de cada uma destas
caracteristicas com diferentes mecanismos de tolerancia ao frio foi discutida.
Neste trabalho, esta correlacdo intermediaria tem relagdo com o comportamento
do gendtipo Quilla 66304, que apesar de ter sido superior aos sensiveis quanto
ao recrescimento do coledptilo, ndo se diferenciou dos mesmos na porcentagem
de redug&o no comprimento do coledptilo (Tabela 6.2).

No periodo vegetativo, as porcentagens de redugéo na clorofila e na
estatura nao foram correlacionadas em nenhuma das datas de avaliacéo (Tabela
6.3). Apesar de Smillie (1976) apud Poisson et al. (1996) ter relatado que tanto a
elongacdo como a coloracdo das folhas sdo afetadas pela temperatura baixa,
conforme Kaneda & Beachell (1972) a diminuicdo na estatura e o amarelecimento
foliar parecem ser caracteristicas independentes. Neste trabalho, a descoloracéo
foliar abrangeu o valor médio das trés dltimas folhas da planta, e a estatura foi
dada pelo comprimento da base da planta até a ponta da folha mais longa e,
portanto, apenas esta foi levada em consideracdo na avaliacdo da reducio na
estatura pelo frio. Além disso, a falta de correlagdo entre estas caracteristicas é
um indicativo de que diferentes processos fisiolégicos devem ter sido afetados

pelo frio no periodo vegetativo. No caso da porcentagem de reducéo na clorofila,
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o sistema fotossintético deve ser o mais afetado e, na porcentagem de reducéo
na estatura, a diminuicdo na divisdo e elongacéo celular deve ser mais
prejudicada. Independente da confirmagdo destas suposicdes, pode-se afirmar
que, para os seis genotipos e condigdes de frio testadas, a temperatura baixa no
periodo vegetativo teve maior influéncia sobre a coloragéo das folhas do que
sobre a estatura das plantas (Tabela 6.2).

As unicas correlagbes significativas no periodo vegetativo foram
aquelas entre as duas datas de avaliagdo, tanto para a reducgao na clorofila como
para a redugdo na estatura, o que indica que a avaliacdo em apenas um
momento ja foi suficiente para diferenciar os gendtipos quanto a reacéo ao frio.
Porém, considerando-se a redugdo na clorofila observa-se que na data 2 é que
ocorreram as maiores redugdes para quase todos os gendtipos, indicando que os
danos ao sistema fotossintético das plantas aumentaram sob temperatura normal.
Este resultado concorda com relatos da literatura de que o dano de frio se
manifesta mais seriamente apés a normalizacdo da temperatura (Tajima et al.,
1983 apud Tajima, 1995). J4 no que se refere a reducdo na estatura, foi
verificado o contrario, ou seja, a redugéo foi maior quando avaliada logo apés o
frio, na data 1 (Tabela 6.2), o que demonstra que durante o periodo de
temperatura normal as plantas retomaram o crescimento. Isto esta de acordo com
0 observado por Kondo (1954) apud Salahuddin & Vergara (1974) de que apesar
da temperatura baixa inibir a elongacdo da Iamina e bainha da folha, as plantas
podem crescer normalmente apés um periodo de temperatura baixa.

No periodo reprodutivo, as porcentagens de reducéo na fertilidade de
espiguetas e no peso de 100 grdos foram significativa e altamente

correlacionadas tanto na microsporogénese como na antese (Tabela 6.3),



134

demonstrando, além do efeito direto da diminuigdo na fertilidade de espiguetas
sobre o peso de 100 graos, que é possivel selecionar para tolerancia ao frio em
apenas um destes estadios. Ja as correlagbes da porcentagem de reducdo na
exer¢do da panicula com as redugbes na fertilidade e no peso de 100 grios
foram significativas apenas no estadio de antese (Tabela 6.3), comprovando que
o efeito do frio sobre a exercdo da panicula é maior na antese que na
microsporogénese. O estadio de antese, por corresponder ao momento da
exercao da panicula, é aquele onde se espera maior reducédo nesta
Caracteristica, como foi de fato observado (Tabela 6.2). Porém, a magnitude das
correlagbes nao foi alta, indicando que a diminuicdo na fertilidade e no peso de
100 gréos, apesar de sofrer influéncia da exercdo da panicula, como observado
por Chung (1979), resultou em grande parte dos efeitos diretos do frio sobre os
processos fisioldgicos relacionados 3 formac&o dos graos de polen.

No que se refere as correlacbes entre os diferentes periodos de
desenvolvimento, observou-se que elas variaram conforme a caracteristica
considerada (Tabela 6.3). Assim, a germinagéo e o periodo vegetativo foram
significativamente correlacionados para as caracteristicas de germinacdo em
relacéo & porcentagem de reducao na clorofila em ambas as datas de avaliacdo,
nao havendo correlagzo entre a tolerancia ao frio na germinac&o e no vegetativo
quando esta foi avaliada por meio da reducdo na estatura. Bertin et al. (1996)
também constataram que a correlacéo entre a tolerancia ao frio na germinacéo e
no periodo vegetativo foi dependente da caracteristica, tendo sido observada
correlacéo  significativa quando a tolerancia foi €xpressa como grau de
amarelecimento foliar e auséncia de correlagdo quando expressa como

porcentagem de sobrevivéncia das plantas.
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As correlacdes entre os periodos de germinacdo e reprodutivo foram
significativas para todas as caracteristicas quando a tolerancia ao frio na
germinagéo foi expressa como porcentagem de redugdo no comprimento do
coledptilo. Porém, quando foi expressa por meio do recrescimento do coledptilo,
apenas as correlagbes com a porcentagem de reducéo na fertilidade e no peso
de 100 graos na antese e microsporogénese foram significativas (Tabela 6.3).

A toleréncia ao frio no periodo vegetativo foi significativamente
correlacionada com a tolerancia no reprodutivo quando avaliada por meio da
reducédo na clorofila em ambas as datas, ndo sendo correlacionada quando
avaliada por meio da redugdo na estatura (Tabela 6.3). As correlagdes entre
estes periodos de desenvolvimento foram altamente significativas quando se
considerou a reducdo na clorofila em relagéo a redugdo na fertilidade e no peso
de 100 graos na antese e microsporogénese, porém em relagcéo a reducgdo na
exercao da panicula houve significancia apenas entre a redugido na clorofila na
data 1 e a reducdo na exercao na antese. Ao avaliarem linhagens F; de
cruzamentos Indica x Japbnica Kaneda & Beachell (1972) nao observaram
associacéo entre a exercdo da panicula e a coloracdo das plantulas submetidas
ao frio, sendo que as Unicas excegbes foram plantas com elevado grau de
amarelecimento foliar.

Ao se considerar os resultados conjuntamente, observa-se que a
magnitude e significancia das correlagcées entre as caracteristicas (Tabela 6.3)
variaram conforme a sua capacidade de diferenciar 0s gendtipos tolerantes dos
sensiveis, o que € de se esperar ja que as correlagdes obtidas s3o fenotipicas.
Assim, as maiores correlagées foram observadas entre as caracteristicas que

diferenciaram nitidamente os trés gendtipos tolerantes dos trés sensiveis, sendo
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que as correlagbes em que uma das caracteristicas envolvidas ndo diferenciou
completamente os gendtipos, foram mais baixas ou ndo significativas (Tabela
6.3). Este foi o caso das correlagbes envolvendo as caracteristicas de
porcentagem de reducdo na estatura nas datas 1 e 2, bem como as de
porcentagem de reducgao na exergéo nos dois estadios, que foram caracteristicas
que n&o diferenciaram completamente os trés gendtipos tolerantes dos trés
sensiveis (Tabela 6.2).

Neste trabalho, os trés periodos de desenvolvimento foram, de forma
geral, significativamente correlacionados entre si (Tabela 6.3), porém como as
correlagbes obtidas sdo fenotipicas ndo é possivel afirmar que a selecdo em
apenas um deles sera eficiente para aumentar a tolerancia ao frio nos demais.
Além disso, cabe salientar-se que estas correlagdes foram obtidas com base em
apenas seis genotipos, sendo especificas para os mesmos e para o estresse de
frio utilizado, de forma que para outros genétipos e condigdes de frio as relagdes
observadas podem ser alteradas. De fato, trabalhos envolvendo maior niimero de
gendtipos e hibridos F; sugerem que a tolerancia ao frio nos periodos vegetativo
e reprodutivo é diferente e governada por mecanismos que atuam em direcdes
opostas (Kaw & Khush, 1986; Shahi & Khush, 1986). Ja entre a germinacgéo e o
periodo vegetativo, correlagbes significativas foram relatadas (Takahashi, 1997)
indicando que a selegéo para tolerancia ao frio na germinagéo deve ser eficaz no
aumento da tolerancia no periodo vegetativo.

Pelos resultados obtidos foi possivel verificar que os trés gendétipos
Japonica estudados s&o tolerantes ao frio nos trés periodos de desenvolvimento,
no entanto, se isto & devido a um gene que confere tolerancia ao frio em todos

estes periodos, ou a varios genes que atuam em cada periodo separadamente,
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permanece por ser investigado. Pelas distintas bases genéticas da tolerancia ao
frio nos periodos iniciais e reprodutivo ja relatadas (Acharya & Sharma, 1983;
Kwak et al., 1984; Khan et al., 1986; Nagamine & Nakagahra, 1991), esta ultima
suposi¢ao parece ser a mais provavel, o que dificultaria a selegdo para tolerancia
ao frio em apenas um periodo de desenvolvimento, tornando necessaria a
selecdo em cada periodo separadamente.

Com base nisso, a identificacdo de marcadores moleculares para
tolerancia ao frio em cada periodo de desenvolvimento seria extremarﬁente
interessante e, neste sentido, 0 mapeamento molecular do carater € o passo
inicial. Como a primeira decisdo a ser tomada neste caso € a escolha da
populacao a ser mapeada, foi verificada a diversidade molecular e fenotipica dos
seis genotipos estudados.

Com os dados relativos a 161 marcadores de RAPD foi obtida uma
matriz de similaridade (Tabela 6.4) a partir da qual foi realizada a analise de

agrupamento dos genotipos (Figura 6.1).

Tabela 6.4. Matriz de similaridade (indice de Jaccard) entre seis genoétipos de
arroz obtida a partir de dados de 161 marcadores RAPD. UFRGS,
2001.

IRGA 417 BRS 7-Tam IR8 Quilla Quilla Diamante
66304 64117

IRGA 417 1,00 0,66 0,58 0,12 0,09 0,10
BRS 7-Taim 1,00 0,76 0,10 0,09 0,09
IR8 1,00 0,09 0,11 0,09
Quilla 66304 1,00 0,68 0,74
Quilla 64117 1,00 0,81

Diamante 1,00
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A similaridade entre os gendtipos tolerantes e sensiveis estudados
com base no indice de Jaccard foi minima (Tabela 6.4 e Figura 6.1), indicando
que qualquer cruzamento Indica x Japonica pode ser utilizado para o
desenvolvimento da populacdo a ser mapeada. Isto demonstra o alto grau de
polimorfismo existente entre os gendtipos Indica e Japonica estudados com base
em marcadores RAPD. Zhu et al. (1993) também observaram elevado grau de
polimorfismo ao construirem um mapa molecular a partir de uma populagéo

proveniente de um cruzamento Indica x Japonica.

IRGA 417

r——IR8

BRS 7-
Taim

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ]
0.10 0.27 0.45 0.63 0.81
Jaccard

FIGURA 6.1. Dendrograma de seis genétipos de arroz baseado no indice de
Jaccard obtido a partir de 161 marcadores RAPD. UFRGS, 2001.

Os cruzamentos interespecificos sdo recomendados como forma de

aumentar o polimorfismo para o mapeamento molecular em plantas autdgamas

(Oliveira, 1998). Em arroz, apesar deles serem utilizados (Causse et al., 1994), o

alto grau de polimorfismo observado nos cruzamentos intersubespecificos faz
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com que também sejam muito utilizados para a associacdo de marcadores
moleculares a caracteristicas de importancia agronémica (Yanagihara et al.,
1995; Xiao et al., 1995; Redofa & Mackill, 1996), com a vantagem adicional de
que por nao envolverem espécies silvestres tém aplicacdo mais direta nos
programas de melhoramento.

Para a escolha da populacdo de mapeamento, os gendtipos que
apresentam fendtipos extremos para a caracteristica a ser mapeada sédo
preferiveis e, por isso, os dados médios dos seis genoétipos para as 12
caracteristicas foram utilizados na obtencéo de uma matriz de correlagéo (Tabela

6.5), a partir da qual foi feita a analise de agrupamento (Figura 6.2).

TABELA 6.5. Matriz de correlagao entre seis genétipos de arroz obtida com base
em 12 caracteristicas de tolerancia ao frio avaliadas nos periodos
de germinacao, vegetativo e reprodutivo. UFRGS, 2001.

IRGA 417 BRS7-Taim IR 8 Quilla Quilla Diamante
66304 64117

IRGA 417 1,00 0,85 0,39 0,72 -0,24 0,63
BRS 7-Taim 1,00 0,77 0,86 -0,22 0,88
IR 8 1,00 0,68 0,14 0,82
Quilla 66304 1,00 -0,26 0,94
Quilla 64117 1,00 -0,27
Diamante 1,00

No agrupamento dos genotipos feito com base nos dados fenotipicos
(Figura 6.2) nao foi observada uma diferenciagao tao clara entre os gendtipos
Indica e Japdnica como aquela obtida pelo agrupamento molecular (Figura 6.1).
A excecéo foi o gendtipo Quilla 64117, que se mostrou extremamente divergente
em relacao aos demais sendo, portanto,-o mais indicado como genitor tolerante

da populacdo de mapeamento. Da mesma forma, entre os gendtipos Indica
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estudados, o IRGA 417 seria 0 mais adequado como genitor sensivel pela sua
divergéncia em relagéo aos demais e, em especial, em relacdo ao Quilla 64117
(Figura 6.2).

Assim, apesar dos dados moleculares indicarem que qualquer
populagdo Indica x Japdnica pode ser utilizada no mapeamento da tolerancia ao
frio em arroz devido ao alto polimorfismo existente entre os grupos, os dados
fenotipicos foram fundamentais para a escolha adequada dos gendtipos

genitores, demonstrando sua importancia neste sentido.

IRGA 417

Quilla
\ 66304
Diamante

L___BRS7-
Taim

IR8

I I L] I 1 1 L 1 I 1 1 I T I T T T I |

| T
-0.17 0.1 0.38 0.66 0.94
Correlagao

FIGURA 6.2. Dendrograma de seis genotipos de arroz baseado na correlagdo
obtida a partir de 12 caracteristicas de tolerancia ao frio. UFRGS,
2001.

Deve ser lembrado, porém, que este agrupamento foi feito com base
no conjunto das caracteristicas avaliadas e, por isso, indica a melhor populacdo

se o objetivo for o mapeamento da tolerancia ao frio nos trés periodos estudados.
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O gendtipo Quilla 64117 destacou-se pela tolerancia ao frio nos trés periodos
avaliados, mas foi provavelmente seu comportamento superior aos demais
gendtipos Japdnica no periodo reprodutivo a causa do resultado observado
(Tabela 6.2).

Assim, se o objetivo for o mapeamento da tolerancia ao frio em apenas
um dos periodos de desenvolvimento, a populagdo mais adequada pode ser

outra.

6.4. CONCLUSOES
Os trés gendtipos Japonica sdo superiores aos Indica com relagao a
tolerancia ao frio nos trés periodos de desenvolvimento estudados.
As correlacgdes fenotipicas entre os periodos de desenvolvimento do
arroz quanto a tolerancia ao frio dependem da caracteristica avaliada.
A populagdo mais indicada para o mapeamento da tolerancia ao frio é

a que envolve o gendtipo tolerante Quilla 64117 e o sensivel IRGA 417.



DISCUSSAO GERAL

A tolerancia ao frio em arroz € uma caracteristica complexa em que o
fendtipo final é o resultado da interagé@o entre a intensidade da temperatura, sua
duracéo, do periodo de desenvolvimento e do genoétipo da planta. Este trabalho é
um passo inicial no sentido de entender a complexidade do problema e de
fornecer subsidios para o aumento da eficiéncia do melhoramento para tolerancia
ao frio no sul do Brasil.

Neste caminho, o entendimento das bases genéticas do carater é
fundamental, porém para que tais estudos sejam viabilizados € imprenscindivel e
ter formas de diferenciar a tolerancia e sensibilidade dos genétipos ao frio com o
maximo de precisao e confiabilidade possivel. A classificagdo dos 24 gendtipos
com base na porcentagem de reducdo no comprimento do coledptilo e
recrescimento do mesmo foi diferente (Capitulo 1), e a melhor separagéo entre as
testemunhas tolerantes e sensiveis utilizadas foi obtida por meio da redugédo no
comprimento do coledptilo. A correlacdo obtida entre estas caracteristicas indica
que elas provavelmente ndo estdo relacionadas ao mesmo processo fisioldgico,
ou seja, que avaliam diferentes aspectos da tolerancia ao frio na germinagéo. Isto
concorda com os resultados da analise dialélica realizada (Capitulo I), em que as
CGC e CEC de cada gendtipo dependeram da caracteristica avaliada. As
implicacdes destes resultados para o melhoramento sdo de que a selecdo para

tolerancia ao frio na germinagédo com base na porcentagem de reducdo e no
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recrescimento do coledptilo deve fornecer resultados complementares, ja que
estas caracteristicas ndo parecem estar relacionadas a0 mesmo aspecto da
tolerancia ao frio.

A CGC do gendtipo Quilla 66304 para ambas as caracteristicas
(Capitulo Il) faz com que seja o mais indicado como fonte de tolerancia ao frio na
germinagdo. A selecdo para tolerancia ao frio neste periodo, por meio da
avaliagédo do recrescimento do coledptilo, ndo deve ser praticada em geracdes
iniciais, pois os efeitos génicos mais importantes entre os genodtipos estudados
foram os n&o aditivos e as interacdes génicas (Capitulo ).

No periodo reprodutivo, a metodologia mais adequada para diferenciar
gendtipos tolerantes de sensiveis ao frio foi aquela em que plantas no estadio de
antese foram submetidas a 17°C por sete dias e avaliadas quanto a porcentagem
de reducéo no peso de 100 grdos (Capitulo IV), a qual permitiu comprovar a
maior tolerancia ao frio dos genétipos Japdnica em relacio aos genotipos Indica
avaliados. A porcentagem de reducdo na exercdo da panicula ndo permitiu
separar claramente os genétipos e, com base nesta caracteristica, somente o
gendtipo Quilla 64117 pode ser considerado tolerante. Analisando-se juntamente
com os resultados da analise genética do Capitulo V, o gene recessivo
responsavel pela exercdo completa da panicula nos gendtipos Quilla 64117 e
Diamante ndo deve ser o mesmo, pois enquanto no Quilla 64117 ele deve ser, de
fato, relacionado a tolerancia ao frio propriamente dita, no gendtipo Diamante
deve estar relacionado & maior exergéo per se. No entanto, mesmo sendo esta
independente do frio e talvez relacionada ao grupo Japénica a que pertence o

genodtipo, a selecdo para aumento da exercdo em condicdes de frio é desejavel
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porque influencia positivamente a fertilidade de espiguetas e o peso de 100
graos, como demonstrado nos Capitulos IV e V.

De acordo com Datta & Siddiq (1983), a tolerancia ao frio é especifica
para o periodo de desenvolvimento considerado e, por isso, o método de
avaliacdo e a escolha da caracteristica deve ser periodo especifico, sendo o grau
de amarelecimento e a diminuig&o no crescimento considerados confiaveis para a
avaliagdo da tolerancia no periodo vegetativo e a esterilidade de espiguetas
indicada no reprodutivo. Como as correlagdes obtidas entre as caracteristicas
estudadas no capitulo VI foram relacionadas a sua capacidade de diferenciacdo
entre gendtipos tolerantes e sensiveis, os resultados obtidos para a reducéo na
estatura e na exergao da panicula n&o indicam que elas ndo s&o adequadas para
avaliagdo da tolerancia ao frio, mas que podem ser relacionadas a processos
fisiologicos que ndo foram afetados pelo frio nos seis genétipos estudados.

Conforme Miedema (1982), a selegdo simultdnea para todas as
caracteristicas de tolerancia ao frio € praticamente impossivel de ser feita e
inefetiva e, assim, a melhor estratégia seria a selecdo de fontes de tolerancia
para cada caracteristica separadamente e a recombinacdo das mesmas. Pelos
resultados deste trabalho, os genétipos Quilla 66304 e Quilla 64117 sao fontes
de tolerancia especificas para os periodos de germinagdo e reprodutivo,
respectivamente, passiveis de recombinacdo para selecdo de plantas com
tolerancia em ambos os periodos de desenvolvimento.

A associacdo de marcadores moleculares com caracteristicas
especificas de tolerancia ao frio em cada periodo aumentaria a eficiéncia da
selegao e, de acordo com Price & Courtois (1999), a probablidade de sucesso no

mapeamento de uma caracteristica € aumentada pela escolha de genitores tao
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divergentes quanto possivel (pelo menos para a caracteristica de interesse).
Neste trabalho esta divergéncia ja existe, em parte, pelo fato dos genitores
tolerantes serem Japonica e os sensiveis Indica, o que foi, inclusive, confirmado
pelos dados moleculares (Capitulo VI). Assim, com base na divergéncia
molecular verificada, qualquer combinagdo entre genotipos tolerantes e sensiveis
seria adequada para o mapeamento da tolerancia ao frio. Porém, considerando o
conjunto de caracteristicas avaliadas nos trés periodos de desenvolvimento, a
Populagao mais indicada seria a que envolve os gendtipos Quilla 64117 e IRGA
417, como genitores tolerante e sensivel, respectivamente, os quais

apresentaram elevada divergéncia fenotipica.



CONCLUSOES GERAIS

As caracteristicas de porcentagem de reducdo no comprimento do
coledptilo e recrescimento do mesmo séo as mais adequadas para a avaliagdo da
tolerancia ao frio na germinagdo e os maiores niveis de tolerancia sdo
observados em gendtipos do grupo Japonica, como o Diamante e o Quilla 64117.
O gendtipo BR-IRGA 410 € uma possivel fonte de tolerancia ao frio na
germinacao entre os genotipos Indica avaliados, pela sua baixa porcentagem de
reducdo no comprimento do coledptilo pelo frio.

O gendtipo Quilla 66304 é o mais indicado como genitor em
cruzamentos visando aumentar a tolerancia ao frio na germinacdo, como
evidenciado pela sua CGC para as caracteristicas de porcentagem de reducdo
no comprimento e recrescimento do coledptilo.

Os efeitos génicos ndo-aditivos e as interacdes nio-alélicas sdo os
mais importantes na heranca da tolerancia ao frio na germinagéo, avaliada por
meio do recrescimento do coledptilo.

A tolerancia ao frio no periodo reprodutivo é passivel de ser avaliada
em condigdes de temperatura controlada submetendo-se plantas no estadio de
antese a temperatura de 17°C por sete dias e avaliando-se a porcentagem de
reducdo no peso de 100 grédos em relacdo ao controle. Com base nesta
metodologia, os gendtipos Quilla 64117 e Diamante sdo os mais tolerantes nos

estadios de antese e microsporogénese, respectivamente.
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A exergao completa da panicula pode ser avaliada em condigdes de
campo e é condicionada por um gene recessivo nos genétipos Quilla 64117 e
Diamante. No genétipo Quilla 64117 este gene parece relacionado com a
tolerancia ao frio enquanto no Diamante parece estar relacionado a maior
exercao per se.

A populacéo a ser utilizada no mapeamento da tolerancia ao frio em
arroz nos trés periodos de desenvolvimento estudados é a que envolve o

gendtipo tolerante Quilla 64117 e o sensivel IRGA 417.
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