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ABSTRACT

BIOCHEMICAL AND MOLECULAR
CHARACTERIZATION OF RED RICE ECOTYPES
FROM RIO GRANDE DO SUL STATE, BRAZIL

Red riceisone of the most important weeds of cultivated
ricein Brazil. On the other hand, red rice constitutesacollection
of geneslost during the cultivated rice domestication processand
has a fundamental importance for recovery of promising genic
congtitutions. This study had the objectiveto analyze the genetic
variability of acolletion of red rice (Oryza sativa L.) ecotypes
from Rio Grande do Sul State, Brazil, through isoenzimatic and
microsatellite markers. Thirty four accesses from the Seed and
Biotechnology Laboratory germplasm bank, at Federa University
of Pelotas, were analyzed using six isoenzimatic systems and
nineteen microsatellite markers. Twenty-three biochemical and
54 molecular aleles were identified and used to estimate the
polymorphism (PIC) and genetic similarity indexes. Theanalyzed
red rice popul ation presents|arge genetic variability, evidencing
the potentiality to map characteristics of interest to seed
physiology. Biochemical markers of the isoenzime type and
molecular markers of the microsatellite type are efficient to
estimate the genetic variability in red rice ecotypes.

RESUMO

O arroz vermelho é uma das principai s espécies daninhas
paracultivo de arroz no Brasil. Por outro lado, constitui-se num
acervo de genes perdidos durante a domesticacdo do arroz
cultivado, que podera ser importante para a recuperagao de
constitui¢des génicas promissoras. O objetivo desdetrabaho foi
analisar a variabilidade genética de uma colecéo de acessos de
arroz vermelho (Oryza sativa L.) coletados no Estado de Rio
Grande do Sul, Brasil, através de marcadores bioquimicos do
tipo isoenzimas, e marcadores mol eculares do tipo microssatélites.
Trinta e quatro acessos, pertencentes ao banco de germoplasma
do Laboratério de Sementes e Biotecnologia, da Universidade
Federal de Pelotas, foram analisados utilizando seis sistemas
isoenziméticos e dezenove marcadores microssatélites. Vinte e
trés alelos bioquimicos e 54 moleculares foram identificados e
utilizados para estimar os indices de polimorfismo (PIC) e de
similaridade genética. Osresultadosindicam que apopulagéo de
arroz vermel ho analisada apresentagrande variabilidade genética,
evidenciando potencialidade parao mapeamento de caracteristicas
deinteresse afisiologiade sementes. Marcadores biogquimicosdo
tipo isoenzimas e marcadores moleculares do tipo microssatélite
s80 eficientes paraestimar avariabilidade genéticaem acessos de
arroz vermel ho.

KEY WORDS: Oryza sativa, biochemical markers, microsatellite
markers, genetic variability.

INTRODUCAO

O arroz é uma das espécies melhor repre-
sentadas em colegBes de germoplasma ex-situ no
mundo (Jackson & Juggan 1993). O surgimento das
tecnologias de marcadores bioguimicos, na década
de 1960, e de DNA, na década de 1980, auxiliaram
decisivamente na caracterizacdo e manutencao

PALAVRAS-CHAVE: Oryza sativa, marcadores bioquimicos,
microssatélites, variabilidade genética.

desses recursos genéticos de téo elevado valor
estratégico (Olufowote et al. 1997, Virk et al. 1995)
e, também, na determinacdo da estrutura genética e
dos padrdes de variabilidade entre cultivares (Akagi
et al. 1997, Mackill 1995, Yang et al. 1994).
Osmarcadoresbioguimicos, dotipo isoenzimas,
apresentam algumas desvantagens com relacdo as
demai stécnicas de caracterizacao molecular utilizadas
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atualmente. Asisoenzimas sao produtos daexpressao
génicae, conseguentemente, sd0 muito influenciadas
pelo ambiente. As técnicas isoenzimaticas sdo
altamente influenciadas pelo estagio de
desenvolvimento, pois os genes que controlam asua
expressao manifestam-se em determinadas fases do
desenvolvimento e em 6rgaos e tecidos especificos
(Ramirez et al. 1991). Isso, sem divida, constitui-se
numa desvantagem desses marcadores em relagdo
as demaiss técnicas de marcagcdo molecular.

Ao contrario dos descritores morfol gicos, os
marcadores moleculares de DNA podem revelar
diferencas entre os gendtipos mais eficientemente,
por caracterizarem diretamente o genoma do
organismo, ndo sendo influenciados pelo ambiente
(Maone & Zimmer 2005). Entre os varios tipos de
marcadores moleculares que estdo disponiveis,
merecem destaque RFLP — restriction fragment
length polymorphism (Botstein et al. 1980), RAPD
— random amplified polymorphic DNA (Williams
et al. 1990), AFLP — amplified fragments length
polymorphism (Vos et al. 1995) e Microssatélites
ou SSR — simple sequence repeats (Tautz 1989).

Os microssatélites sdo marcadores baseados
na amplificacdo de DNA pela'reacdo em cadeiada
polimerase” (PCR — polimerase chain reaction) e
tém sido muito utilizados pel os geneticistas de plantas,
especia mente porque apresentam umarel agdo custo/
beneficio baixae, dependendo daespécie, um grande
numero de microssatélites pode ser obtido. No arroz,
centenas de locos SSR tém sido disponibilizados
publicamente (Panaud et al. 1995, Chen et al. 1997,
Temnykh et al. 2000). Comparado com as demais
técnicas de marcadores moleculares, os marcadores
do tipo microssatélite sdo altamente polimorficosem
espécies ou individuos de uma mesma popul agéo.
Varios trabalhos manifestam a sua utilidade e
aplicabilidade em arroz (Akagi et al. 1997, Wu &
Tanksley 1993, Yang et al. 1994).

Os marcadores do tipo microssatélite, assim
como os marcadores do tipo isoenzimatico,
apresentam uma vantagem em comum. Ambos s&o
marcadores detipo co-dominante, 0 que possibilitaa
identificac&o de todos os aelos (variantes) paraum
mesmo gene/loco. | sso é defundamental importancia
em estudos de estruturacdo genética de popul acoes,
analises de paternidade e contaminagdes genéticas,
por exemplo.

V &rios estudos sobre diversidade genética
em arroz vermelho tém sido reportados. Como
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exemplo, colecdes de arroz vermelho tém sido
classificadas nas subespéciesindica ejaponica, com
base em caracteristicas morfol égicas e fisioldgicas,
isoenzimas e marcadores moleculares do tipo RFLP
eRAPD (Choetal. 1995, Suh et al. 1997). Langevin
et al. (1990) analisaram asimilaridade genéticaentre
o arroz vermelho e variedades comerciais utilizando
ossistemasisoenzimaticos catalase (CAT), isocitrato
desidrogenase (IDH) e fosfoglucoisomerase (PGlI).
Trabal hos semel hantes, desenvolvidos por Augustin
et al. (1997), diferenciaram o arroz vermelho das
variedades de arroz comercial, utilizando asenzimas
fosfoglucoisomerase (PGI) e esterase (EST).

Marcadores do tipo microssatélite também tém
sido utilizados na caracterizag@o de populactes de
arroz daninho e naidentificacdo de hibridizagbes entre
as cultivares convencionais e os diferentes tipos de
arroz infestante (Gealy et al. 2002).

O conhecimento das relaces genéticas entre
acessos de arroz vermelho podera ser considerado
para a escolha de genitores em estudos de
hibridizagbes com variedades de arroz cultivado para
ageracéo de popul agdes de mapeamento. Com isso,
pode-se buscar o desenvolvimento de marcadores ou
a clonagem de genes relacionados a caracteres de
interesse a fisiologia de sementes, tais como
germinacdo agrandes profundidades, vigor, toleréncia
ao frio eciclo (Redona& Mackill, 1996). Trabalhos
semelhantes, utilizando variedades silvestres no
desenvolvimento de popul agdes de mapeamento para
caracteristicasdeinteresse ao melhoramento do arroz,
sdo reportados naliteratura (Rangel et al. 2005, Borba
et al. 2006, Brondani et al. 2004).

O presente trabal ho teve por objetivo analisar
avariabilidade genética em uma colecéo de acessos
de arroz vermelho, através da utilizacdo de
marcadores bioquimicos do tipo isoenzimas e marca-
dores moleculares do tipo microssatélite.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados 34 acessosde arroz vermel ho,
pertencentes ao banco de gemoplasmado Laboratério
de Sementes e Biotecnol ogia, daUniversidade Federa
de Pelotas (UFPel). O acessos foram coletados no
campo, em lotes de producdo. Sementes de cada
acesso foram germinadas e acondicionadas em rolo
de papel a25°C detemperatura, segundo aindicac&o
de Regras para Andlise de Sementes (RAS) (Brasil
1992). Ap6s quinze dias, materia foliar proveniente
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das plantulas foi coletado em bulk para cada acesso
e mantido a -20°C, até o momento da extracéo de
DNA. Paraextracéo deisoenzimas, foram utilizadas
dez sementes secas de cada acesso.

Para a andlise molecular utilizando micros-
satélites, um bulk de dez plantas, para cada um dos
34 acessos, foi utilizado para a extragcdo de DNA
conforme protocolo CTAB 2% (Saghai Maroof et
al. 1984). Empregaram-se dezenove pares de
primers(Tabelal), previamente utilizados por Panaud
et al. (1995), para analises de mapeamento genético
em arroz.

As reacOes de amplificacdo (PCR) foram
realizadas em termociclador PTC-100, segundo
protocolo descrito por Junjian et al. (2002).
Combinaram-se 50 ng de DNA gendmico total com
330 nM de cada primer microssatélite, 250 uM de
cada dNTP (mistura de desoxinucledtidos) e 0,6 U
de Tag DNA polimerase, em volume final dareacéo
de 15 pL. O seguinte programa de amplificac&o foi
utilizado: i) desnaturacdo inicial a94°C por 3min.; ii)
35 ciclosde 94°C por 1 min., 55°C por 2 min., 72°C
por 1,5min.; eiii) extensdo final a72°C por 5min. O
produto da amplificagdo foi visualizado mediante
eletroforese horizontal .

Paraaandisebioquimicautilizandoisoenzimas,
um bulk de dez sementes para cada acesso foi
macerado em gral de porcelana sobre cubos de gelo.
De cada amostra, 200 mg do extrato vegetal foram
colocados em tubo eppendorf, acrescidos de solucéo
extratora (tampéo do gel + 0,15% de 2-mercapto-
etanol) na proporgéo 1:3 (p/v). Foram utilizados os
sistemas isoenzimaticos esterase (EST), fosfatase
acida (ACP), glutamato desidrogenase (GTDH),

Tabela 1. Sequiénciade reassociagéo elocalizagdo cromossdmica
dos dezenove primers microssatélite, utilizados na
caracterizag 80 de acessos de arroz vermel ho (Pel otas-
RS, 2005).

Primer’  Cromossomo Seqiéncia de reassociagéo (5'-3')

Direta Inversa

RM55
RM81

w

CCGTCGCCGTAGTAGAGAAG TCCCGGTTATTTTAAGGCG
GAGTGCTTGTGCAAGATCCA CTTCTTCACTCATGCAGTTC

RM202
RM205
RM207
RM210
RM212
RM219
RM220
RM222
RM223
RM232
RM233
RM234
RM239
RM241
RM247
RM249
RM261

roRArBENMNwoBroroNORER

CAGATTGGAGATGAAGTCCTCC
CTGGTTCTGTATGGGAGCAG
CCATTCGTGAGAAGATCTGA
TCACATTCGGTGGCATTG
CCACTTTCAGCTACTACCAG
CGTCGGATGATGTAAAGCCT
GGAAGGTAACTGTTTCCAAC
CTTAAATGGGCCACATGCG
GAGTGAGCTTGGGCTGAAAC
CCGGTATCCTTCGATATTGC
CCAAATGAACCTACATGTTG
ACAGTATCCAAGGCCCTGG
TACAAAATGCTGGGTACCCC
GAGCCAAATAAGATCGCTGA
TAGTGCCGATCGATGTAACG
GGCGTAAAGGTTTTGCATGT
CTACTTCTCCCCTTGTGTCG

CCAGCAAGCATGTCAATGTA
CTGGCCCTTCACGTTTCAGTG
CACCTCATCCTCGTAACGCC
CGAGGATGGTTGTTCACTTG
CACCCATTTGTCTCTCATTATG
CATATCGGCATTCGCCTG
GAAATGCTTCCCACATGTCT
CAAAGCTTCCGGCCAAAAG
GAGGCAAGTCTTGGCACTG
CCGACTTTTCCTCCTGACG
GCATTGCAGACAGCTATTGA
CACGTGAGACAAAGACGGAG
ACATATGGGACCCACCTGTC
TGCAAGCAGCAGATTTAGTG
CATATGGTTTTGACAAAGCG
ATGATGCCATGAAGGTCAGC
TGTACCATCGCCAAATCTCC

1- RM - rice microsatéllite
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glutamato oxalacetato transaminase (GOT), malato
desidrogenase (MDH) e alcool desidrogenase
(ADH). A eletroforese das isoenzimas foi realizada
em géis de poliacrilamida 7%, com 20 uL de cada
amostra. Os géis foram colocados em cubas
eletrof oréticas mantidas em camara fria sob tempe-
raturaentre 4°C e 6°C. As migrag0es eletroforéticas
foram realizadas com umadiferenca de potencial de
10V cm?, até que afrente de corrida, formada pelo
azul de bromofenol, atingisse 9,0 cm do ponto de
aplicac&o. Foram utilizados os sistemas de col orac&o
descritos por Scandalios (1969) e Alfenas (1998).

O contetdo deinformacdo polimorfica(PIC —
polymor phism information content), proposto por
Anderson et al. (1993), foi calculado em fungéo do
nimero de alelos detectados, da sua distribuicéo e
freqléncia na populacéo estudada. 1sso, para se
determinar os valores de cada marcador na deteccéo
de polimorfismo entre os 34 acessos de arroz
vermelho analisados. Os valores de PIC para cada
marcador foram determinados pelaférmula:

PIC, =1—iaﬁ
£

Nesta expressdo, P é a freqliéncia do alelo
"I" no marcador "i" (a soma se estende por todos os
alelos). O céculo foi baseado no nimero de alelos
detectados por marcador para um determinado loco
eafreglénciarelativade cadaalelo no conjunto dos
34 acessos anadlisados. O valor do PIC variade "0",
para perfis monomoérficos, até "1", para perfis
altamente poli-maorficos. Entretanto, se houver mais
de dois ae€los por loco e estes encontrarem-se em
heterozigose, o valor de PIC superaa unidade (1,0).
Assim, esse valor estarelacionado com o nimero de
alelos, que, por suavez, esta diretamente associado
adivergénciagenéticae ao nimero de gendtiposem
estudo.

A presenca (1) ou auséncia (0) de cada aelo
microssatélite e isoenzimatico foi determinada e
utilizada para a construgdo de umamatriz bin&riade
dados. As analises de similaridade genética de
correcdo cofenética e de agrupamento foram reali-
zadas utilizando-se o software NTSyS pc 2.1 (Rohlf
2000). A similaridade genéticafoi estimada usando-
se o coeficiente de Nel & Li (1979). A similaridade
genética média e a andlise de bootstrapping com
1.000 amostragens, foram utilizadas como critério para
0 estabel ecimento dos grupos. Os 34 acessos foram
agrupados com base namatriz de similaridade genética
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utilizando-se 0 método de ligagdo completa (Rohlf
2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise de microssatélites

Os dezenove marcadores analisados
detectaram 54 locos nos acessos de arroz vermelho
estudados, dos quais 52 (94,54%) foram polimarficos.
O numero dealelospor loco variou deum (RM239 e
RM222) até cinco (RM233), com umamédiade 2,89
alelos por loco. Embora fosse esperada alta
variabilidade genética, em funcéo de serem acessos
silvestres, essevalor € considerado elevado parauma
espécie dipl6ide (Brondani et al. 2004).

O contetdo de informagéo polimorfica (PIC)
variou de O (zero) até 0,97, com uma médiade 0,53
(Tabela?2). Essevalor ésimilar ao estimado por Ni et
al. (2002), que, analisando cultivares de arroz das
subespécies indica e japonica, detectaram um valor
médio de PIC de 0,62. Dos dezenove marcadores
SSR, dezessete amplificaram mais de umabanda por
gendtipo. 1sso pode estar relacionado com o elevado
grau de heterozigose, que ocorre pelo fato de os
acessos ndo se constituirem em linhagens puras, o
gue revela também a grande variabilidade genética
dentro dos acessos. Pelo contrario, descendem de
populacBes naturais que sofrem fluxo génico com
cultivares comerciais. Nesse aspecto, destacam-se
oslocos RM202, RM212 e RM 223, os quais apre-
sentaram apenas um alelo no acesso 45. Da mesma
forma, o loco RM 205 apresentou um alelo somente
nos acessos 3 e 45. Seguindo este raciocinio, o loco
RM207 foi 0 Gnico em apresentar um alelo no acesso
26, e o loco RM 220, o Uinico em apresentar um alelo
no acesso 31.

A similaridade genética, estimada com base
no coeficientedeNei & Li (1979), variou de 0,50 até
1,00, comdisténciagenéticamédiade0,81. A andlise
de agrupamento mediante 0 método de ligagéo
completa, utilizando adistanciagenéticamédiacomo
ponto de corte para aformagéo dos grupos, permitiu
definir dez agrupamentos de acessos, com destague
a0s acessos 7, 38 e 45 que permaneceram formando
grupos Unicos, com apenas um gendtipo (Figura l).

Por outro lado, os valores de bootstrapping
permitiram visuaizar a gunsagrupamentos diferentes
dos obtidos com base nasimilaridade genéticamédia.
Como exemplo, 0 agrupamento mais consistente, com
valor de bootstrapping de 83,7, foi aguele entre o
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Tabela 2. Freqliéncia e valores de contelido de informagdo
polimérfica (PIC), para cada um dos 54 alelos
microssatélite analisados na caracterizagdo de acessos
dearroz vermelho (Pelotas-RS, 2005).

Loco microssatélite! Cromossomo Alelo  Freqiiéncia® PIC
1 00588 0,0412
RMS55 3 2 02941 07059
3 08529 0,471
1 00204 0,9706
RM81 1 2 02059  0,7941
1 00412 0,0588
RM202 1 2 00204 09706
3 01471 08529
1 04412 0,558
2 08520  0,1471
RM205 9 3 00204  0,9706
4 00118 0,082
1 00412 0,058
RM207 2 2 01176 0,824
3 00588  0,9412
1 07647 0,2353
RM210 8 2 00588  0,9412
3 0,705  0,2041
1 05204 0,4706
RM212 1 2 00204 09706
3 08824 01176
1 00294 0,9706
RM219 9 2 09118  0,0882
3 10000 0,0000
1 00204 0,9706
2 09706  0,0294
RM220 1 3 01176  0,8824
4 08235 0,764
RMZ222 10 1 00706 0,0294
1 00204 0,9706
2 00204 09706
RM223 8 3 00204 09706
4 00412 0,058
1 06176  0,3824
2 06765 03235
RM232 3 3 07941  0,2059
4 00882 09118
1 00706 0,0294
RM233 2 2 00294  0,9706
3 01176 0,0000
1 00294 0,8824
RM234 7 2 00412  0,9706
3 00706 0,058
RM239 10 1 0029 00294
1 01471 09710
RM241 4 2 08529  0,8529
3 00294 01471
1 09706 0,9706
RM247 2 2 00204  0,0294
1 08824 0,9706
RM249 5 2 02059 0,176
3 00204 07941
1 00412 0,9706
RM261 4 2 10000 0,058

- RM: rice microsatéllite; > Fregiiéncia de cada alelo na popul agdo estudada (se
houver mais de dois alelos por loco e estes encontrarem-se em heterozigose, a
soma destes valores por loco supera a unidade).

acesso 45 e o restante dos acessos. Os demais
agrupamentos consistentes com base na analise de
bootstrapping foram, na maioria dos casos,
confirmados por apenas dois acessos, sendo que 0s
valores mais baixos foram obtidos para os
agrupamentos estabelecidos pela similaridade
genéticameédia (Figura 1).

Dos 55 alelosidentificados pelatécnicade
microssatélites, 26 apresentaram frequiéncias
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Figural. Dendrogramaobtido com base nasimilaridade genético-molecular de acessosde arroz vermel ho, utilizando-se 55 marcadores
microssatélites (o agrupamento foi obtido pelo método daligagdo completa; os val ores de bootstrap estéo ao lado dos nos;
ealinhapontilhadavertical indicaasimilaridade genéticamédia, isto &, o ponto de corte do dendrogramaparaaformacao dos

grupos).

inferioresa25%, sendo um indicativo devariabilidade
alélica entre os acessos estudados. Além disso, os
nove alelos Unicos para apenas um genotipo
contribuiram de maneira significativa para a
separacdo dos gendtipos nos diferentes grupos. A
ocorréncia de varios alelos unicos pode ser um
indicativo da alta taxa de mutac&o nos locos SSR e
derecombinagdes desiguai s, 0 que pode gerar novos
alelos (Henderson & Petes 1992).

Analise isoenzimatica

Os seis sistemas enziméticos analisados
detectaram 23 alelos isoenzimaticos, dos quais 21
foram polimadrficos (91,30%). O nimero de alelos
detectados variou de cinco para 0 sistema malato
deshidrogenase (MDH) até dois para alcool
desidrogenase (ADH). Para esterase (EST), os
resultados obtidos concordam com Wu et al. (2005),
gue, analisando isoenzimas de esterase em 848
acessosde arroz, concluiram ter amaioriadelesentre
duas e quatro bandas €eletroforéticas. Este sistema
enzimatico tem sido 0 mais estudado em arroz (Endo
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& Morishma 1983). Para o sistema malato
deshidrogenase (MDH), o niamero de alelos
identificados foi superior ao pesquisado por Lizhi et
al. (2002), que, analisando 149 acessos de arroz
selvagem, identificaramtrésaelos. O nimerodea€eos
encontrados para fosfatase acida (ACP) foi inferior
ao encontrado por Guidolin (1993) e Bonow et al.
(2001) osquais estudando os padrfes isoenzimaticos
em plantulas de arroz de oito diasidentificaram sete
alelos para fosfatase acida. Provavelmente isso se
explica por eles terem analisado acessos de arroz
preto e variedades comerciais, 0 que acrescenta
maior variabilidade genética ao estudo. O contelido
alélico do sistema glutamato desidrogenase foi
superior ao pesquisado por Lizhi et al. (2002), que
identificaram apenas um alelo em arroz por este
sistema. Por outro lado, Kanamori et al. (1972)
identificaram mai or intens dade de expresséo de GDH
em pléntulas de duas semanas de idade, com adi¢do
de ambnio na soluc&o de cultivo.

Para a andlise isoenzimética, o valor de PIC
variou de 0 (zero) parao alelo5de ACPeo aeo 3
de GOT, até 0,971 parao alelo 5 de ACP (Tabela 3).
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Tabela 3. Freqliéncia e valores de contelido de informagdo
polimérfica (PIC), para cada um dos 23 alelos
isoenziméti cos analisados nacaracterizagdo de acessos
dearroz vermelho (Pelotas-RS, 2005).

Sistema isoenziméticot Aldo Fregiiéncia PC
1 0,176 0,824
2 0.265 073
EST 3 0912 0,088
4 0,824 0,176
1 0,568 0412
2 0,500 0,500
MDH 3 0353 0,647
4 0,647 0353
5 0412 0,588
1 023 0,765
2 0,088 0912
ACP 3 0,588 0,412
4 0,029 0971
5 1,000 0,000
1 0,971 0,029
ADH 2 0735 0,265
1 0,971 0,029
Gor 2 0618 0382
3 1,000 0,000
1 0,060 0,94
2 0,559 0,441
GTDH 3 0,147 0853
4 0176 0,824

1- EST: esterase; MDH: mal ato desidrogenase; ACP: fosfatase &cida; ADH: & cool
desidrogenase; GOT: glutamato oxal acetato transaminase; e GTDH: glutamato
desidrogenase; ?- Fregiiéncia de cada alelo na popul agdo estudada (se houver
mais de dois alelos por loco e estes encontrarem-se em heterozigose, a soma
destes valores por loco supera a unidade).

O célculo deste val or em andlisesisoenziméticas néo
tem sido muito utilizado, entretanto, gera uma
informagdo valiosa para estudos de caracterizacdo
da variabilidade genética. O conteudo alélico
encontrado em cada sistema isoenzimatico foi, em
alguns casos, superior ao citado na literatura. 1sso
podera ter uma relacdo direta com a variabilidade
genética da populacéo natural de acessos de arroz
vermelho analisada.

A similaridade genética, estimada com base
no coeficientede Nei & Li (1979), variou de 0,38 até
1,00, com disténcia genética média de 0,70. Isso
evidencia maior variabilidade genética revelada
mediante aandliseisoenzimética, comparadaaanalise
de similaridade genética calculada com base em
marcadores moleculares microsatélites. A andlisede
agrupamento mediante o método deligacao completa,
e utilizando asimilaridade genéticamédiacomo ponto
de corte paraaformacdo dos grupos, permitiu definir
sete agrupamentos de acessos. A andise de agru-
pamento com base em bootstrapping, novamente,
nédo refletiu os agrupamentos obtidos com base na
similaridade genética média como 0s mais consis-
tentes. No entanto, a coincidéncia de agrupamentos
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utilizando-se os dois critérios (similaridade genética
média e bootstrapping) foi maior paraasisoenzimas
gue para 0s marcadores microssatélite. Além disso,
enquanto naandlise de microssatélites obteve-se uma
correlacdo cofenética (medida da confiabilidade no
dendrogramarel ativamente amatriz de similaridade
genética) de 0,68, naanaliseisoenziméaticaessevalor
foi de 0,96. 1sso evidenciaque o dendrogramaobtido
com dados isoenziméticos reflete de forma mais
confiavel os dados de similaridade genética entre os
genotipos e, consequentemente, a formagdo de
grupos resultante pode ser inferida com maior
confianga. Contudo, para o caso das isoenzimas,
nenhum acesso permaneceu formando grupo Unico
e, sim, todos eles formando agrupamentos de pelo
menos dois acessos (Figura 2). 1sso pode ser devido
a utilizacdo de apenas 23 aelos isoenziméticos na
caracterizacdo dos acessos, pois para a andlise de
microssatélite, o0 dobro do nimero de aelos foi
identificado.

Interpretagdo dos dados

Ambos os sistemas de deteccdo de poli-
morfismo revelaram elevado grau de polimorfismo
na populagéo de arroz vermelho analisada. No
entanto, 0 nimero e acomposi ¢do genotipicade cada
agrupamento obtido foram diferentes paraambos os
tipos de marcadores genéticos. Provavel mente, iSso
seja decorrente da variagdo nas regifes gendmicas
acessadas em cada técnica. Enquanto os
microssatélitesrevelam o polimorfismo com baseem
sequiéncias repetitivas (geralmente correspondentes
a regides do genoma que nao codificam para
proteinas), as isoenzimas revelam o produto direto
da expressdo génica. Por outro lado, foi possivel
visualizar umavariacdo consideravel naformagéo dos
grupos, quando utilizadaasimilaridade genéticamédia
comparadaaandlise de bootstrapping. Infere-se que
a andlise de bootstrapping permite uma formagao
mai's consistente de grupos do que com a utilizagdo
da similaridade genética média. Isso porque a
estimativadasimilaridade genéticaobtidapor analise
de bootstrapping ndo é influenciada pela dis-
similaridade genética entre os acessos estudados,
enquanto por similaridade genéticamédia, apresenca
de um acesso muito divergente pode direcionar a
média genética da populagdo para um valor abaixo
ou acima de valores observados mais frequen-
temente (moda).
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Figura2. Dendrogramaobtido com base nasimilaridade genético-molecular de acessos de arroz vermel ho, utilizando-se 23 marcadores
isoenzimati cos (o agrupamento foi obtido pelo método daligagdo completa; os val ores de bootstrap estéo ao lado dos nos;
ealinhapontilhadavertical indicaasimilaridade genéticamédia, isto &, o ponto de corte do dendrogramaparaaformagéo dos

grupos).

Numa analise mais detalhada, pode-se
observar que 0s acessos 45 e 26 foram os Unicos que
apresentaram atividade para o alelo 1 da enzima
glutamato desidrogenase. O elevado valor de PIC
para o referido alelo (0,94) pode ter sido o fator
determinante para a separacéo destes acessos. Da
mesma forma, o acesso 45, quando analisado
mediante marcadores microssatélites, apresentou trés
marcadores que foram exclusivos deste acesso (alelo
2 do marcador RM 202, alelo 2 do marcador RM 212
eloco 1 do marcador RM 223). Os valores de PIC
(0,9706) contribuiram paraque o acesso 45 formasse
um grupo distinto dos demais acessos.

Do ponto de vista fisioldgico, 0 acesso 45
apresentou desempenho superior em andlises de
germinacdo a 20 cm de profundidade (Sguarezi et
al. 2003). Com base nisso, este acesso podera ser
utilizado em cruzamentos para a geracédo de
popul acBes segregantes para o carater germinacao/
emergénciaagrandes profundidades, com o objetivo
de mapear quantitaive trait loci (QTL) associados.
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CONCLUSOES

1. A populagéo dearroz vermelho analisadaapresenta
grande variabilidade genética, evidenciando sua
potencialidade para 0 mapeamento de caracte-
risticas de interesse afisiologia de sementes.

2. Marcadores bioguimicos do tipo isoenzimas e
marcadores mol ecul ares do tipo microssatélite sao
eficientes paraestimar avariabilidade genéticaem
acessos de arroz vermelho.
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