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“Conseguir  a  auto-suficiência  na  produção  de  arroz  e a  manutenção  da  estabilidade  do  preço  são

importantes objetivos nos países de baixa-renda, onde o arroz como fundamental fornece a base para a

segurança alimentar nacional e gera emprego e renda para os pobres. A Ásia produz e consome 90% do

arroz mundial. A maioria dos países produtores de arroz nesta região tem conseguido satisfazer as suas

necessidades em arroz no passado utilizando a tecnologia da Revolução Verde. Mas o futuro oferece um

grande  desafio.  Até  2010,  o  mundo  deve  produzir  70% mais  arroz  do  que  produziu  em 1995  para

satisfazer a procura resultante do aumento populacional  e do aumento em recursos financeiros. Este

aumento de produção deve ser atingido em menos área, com menos mão de obra, com menos água, e

menos pesticidas, e deve ser sustentável. Aumentar o potencial de produção das variedades de arroz é

um objetivo importante para a realização desse desafio. Nos anos 70, cientistas chineses demonstraram

que o uso de híbridos de arroz aumentou a produção de arroz na China em 15-20%. Arroz híbrido é

atualmente utilizado intensivamente na China. Mas esses híbridos não eram inicialmente adaptados às

condições tropicais nem estavam disponíveis gratuitamente para outros países. Assim, o IRRI iniciou

uma  investigação  em  1979  para  explorar  o  potencial  de  adaptação  desta  tecnologia  nos  trópicos.

Rapidamente concluiu-se que os híbridos em arroz ofereciam uma opção importante para aumentar a

produção  das  variedades  nos  trópicos.  Isto  encorajou  vários  países  produtores  de  arroz  a

desenvolverem esta tecnologia quer independente ou em colaboração com o IRRI e/ou com a China.

Presentemente,  17 programas  nacionais  estão  envolvidos  no desenvolvimento  de  híbridos  de  arroz:

Bangladesh, Brasil, Colômbia, Egito, Índia, Indonésia, Coréia do Norte, Coréia do Sul, Japão, Malásia,

Myanmar,  Paquistão,  Filipinas,  Sri  Lanka,  Tailândia,  Estados  Unidos  da  América,  e  Vietnã.  Os

programas de pesquisa de híbridos de arroz nos sistemas nacionais de pesquisa agrícola (NARS) estão

em diferentes estágios de desenvolvimento. Embora a China tenha a maior rede nacional em híbridos de

arroz, os programas no Brasil,  Índia,  Japão, e Estados Unidos da América estão bem estabelecidos.

Outros países poderão levar 1-5 anos para desenvolver tais programas. Algumas companhias privadas

no Brasil,  Índia,  Japão,  e E.U.A. têm desenvolvido  uma forte  pesquisa  básica em híbridos  de arroz

enquanto  algumas  estão  sendo  desenvolvidas  e  outras  estão  envolvidas  somente  na  produção  de

sementes".

Dr. G.H.L. Rothschild 

Commonwealth Scientific and Industrial Research Organization, Canberra, Australia

Terceiro Simpósio Internacional sobre Híbridos de Arroz. 1997.
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Resumo:

O arroz (O. sativa L.) é a principal cultura alimentar e um dos alimentos diários de mais de
metade  da  população  mundial.   Este  cereal  fornece  cerca  de  20%  das  calorias  consumidas

mundialmente (Khush, 2001). Com o rápido crescimento populacional, há a necessidade de um
incremento dos atuais níveis de produtividade do arroz para satisfazer os cerca de 8,9 bilhões de

pessoas  no  planeta  estimadas  para  2010  (Tanksley  &  McCouch,  1997).  O  aumento  da
produtividade do arroz é dificultado por fatores como a estreita base genética dos programas de

melhoramento. Este incremento pode ser atingido utilizando variedades híbridas desenvolvidas em
programas do melhoramento genético da cultura. 

O  cruzamento  de  linhagens  puras  pertencentes  a  grupos  heteróticos  distintos  para  a

obtenção  de  variedade  apresentando  vigor  híbrido,  isto  é,  uma  produtividade  superior  à
produtividade das linhagens genitoras, tem sido uma estratégia de grande impacto na agricultura

desde o início do século XX.   O fenômeno de vigor híbrido ou heterose tem sido eficazmente
explorado em espécies alógamas (ex., milho) e, classicamente, esta estratégia tem sido associada

ao melhoramento genético de espécies de polinização cruzada.  Nos últimos anos, no entanto, o
emprego de heterose tem tido grande apelo comercial também em algumas espécies autógamas,

como o arroz. O desenvolvimento de variedades híbridas de arroz representa uma revolução no
incremento  de  produtividade  da  cultura.  A  combinação  de  linhagens  elite  de  programas  de

melhoramento de arroz híbrido pode elevar a produtividade de linhagens puras de arroz irrigado
hoje estagnada em patamares médios de 5.000 kg/ha no Brasil,  para médias significativamente

superiores.

A análise de relações genéticas em plantas agrícolas é um componente importante dos
programas de melhoramento, visto que ela fornece informação acerca da diversidade genética, e é

uma plataforma para  a  amostragem estratificada  das  populações  de  melhoramento.  O estudo
adequado  dos  níveis  e  padrões  de  diversidade  genética  pode  ser  de  grande  valor  no

melhoramento de plantas para diferentes aplicações, tais como análise de variabilidade genética
em  cultivares,  identificação  de  combinações  parentais  diversas  para  a  criação  de  progênies

segregantes  com o máximo de diversidade  genética  para posterior  seleção,  e  introgressão de
genes de germoplasma diverso em linhagens elites e populações de melhoramento.  Em nível de

coleção de germoplasma, a análise de diversidade genética pode facilitar a real classificação dos



acessos, bem como a identificação de subgrupos de coleções nucleares com utilidade potencial de
acordo com objetivos específicos de melhoramento. O desenvolvimento de uma coleção nuclear

pode promover a avaliação e uso dos recursos genéticos, e uma gestão mais eficiente dos bancos
de germoplasma, bem como o estabelecimento de novas estratégias de coleta.

Por ser uma espécie autógama, a produção de arroz híbrido depende essencialmente da

existência de um mecanismo de esterilização de pólen sem que haja dano ao sistema reprodutor
feminino.   A  descoberta  do  sistema  de  macho-esterilidade  genética  citoplasmática  (CMS  -

"cytoplasmic-genetic male sterility") permitiu o desenvolvimento de uma estratégia de produção de
híbridos  de  arroz  pelo  sistema  de  três  linhagens,  ou  seja,  linhagem  macho-estéril,  linhagem

mantenedora e linhagem restauradora.  Mais recentemente, a identificação do sistema gênico de
macho-esterilidade termo-sensível (TGMS - "termosensitive genic male sterility") vem permitindo a

obtenção  de  linhagens  macho-estéreis  sob  certos  regimes  de  temperatura,  abrindo  novos
horizontes para a exploração de arroz híbrido.  O sistema TGMS tem simplificado o procedimento

da produção de sementes híbridas em arroz porque as linhagens TGMS podem ser usadas como
macho-estéreis  e  como  mantenedoras,  e  têm  grande  valor  devido  ao  amplo  espectro  de

restauradores e seu grande potencial na produção de sementes híbridas (Lang et al., 1999; Jia et
al., 2001). O uso do sistema TGMS é potencialmente simples, econômico, eficiente e elimina as

limitações  associadas  com  o  sistema  CMS.  A  alteração  da  fertilidade  é  condicionada  pelas
oscilações  de  temperatura  e  pela  fase  de  desenvolvimento  morfológico  da  planta  (IRRI  1997)

devido à ação de vários genes dispersos pelo genoma. 

O objetivo deste estudo foi estudar a diversidade genética de acessos de arroz do banco
de germoplasma da Embrapa e localizar regiões do genoma responsáveis pelo controle genético

de  macho-esterilidade  termo-sensível.   A  análise  de  diversidade  genética  baseou-se  em uma
coleção de 298 acessos de arroz,  O. sativa L., utilizando painéis múltiplos de 16 microssatélites

marcadores com fluorescências e genotipagem automática em seqüenciador automático de DNA.
Os dados de polimorfismo de DNA foram submetidos  à análise de distância genética  entre os

acessos em comparações par-a-par e, em seguida, avaliados por métodos de agrupamento por
distância  genética  contrastados  com  estimativas  de  estruturação  populacional.  Uma  coleção

nuclear  foi  desenvolvida,  baseada  na  maximização  da  distância  genética  entre  os  acessos
genotipados e avaliada quanto à riqueza genética em relação à diversidade genética do grupo total

de acessos. 
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Os  resultados  da  análise  de  amostras  do  banco  de  germoplasma  mostram  ampla
diversidade genética entre os acessos analisados. Um banco de dados de freqüências alélicas foi

desenvolvido com base nos dados de genotipagem utilizando locos microssatélites. As relações
genéticas  entre  acessos  possibilitaram  observar  o  agrupamento  de  acessos  com  variedades

controle  pertencentes  às subespécies  indica ou  japonica.  Foi  possível  ainda seleção de duas
linhagens de arroz (IRTGMS-68945 e IR50) com suficiente diferenciação genética para a geração

de uma população segregante  F2 visando o estudo de mapeamento de QTLs para o controle
genético de TGMS. 

Com  base  na  análise  de  distância  genética  pelo  método  de  “shared  allele  distance”

(Bowcock et al., 1994) e de agrupamento baseado em “Neighbour-Joining” (Saitou & Nei, 1987) os
acessos foram distribuídos em subgrupos.  Os agrupamentos observados serviram de modelo para

detectar estruturação genética na população.  A análise de estruturação empregou as estatísticas
F de Wright (Wright, 1978; Weir and Cockerham, 1984) e estimativas de índice de fixação com

base na Cadeia de Markov e Monte Carlo (MCMC) (Pritchard et al., 2000). Os resultados indicaram
uma correlação não significativa entre o modelo de agrupamento baseado em distância genética e

diferenciação da coleção com base na estratégia  MCMC. As estimativas das estatísticas  F de
Wright revelaram um alto valor de coeficiente de endogamia (FIS) e de índice de fixação geral (FIT),

porém um nível moderado de índice de fixação (FST).  Uma coleção nuclear definida a partir de
dados de distância genética e de riqueza alélica indicou que uma subamostra da coleção composta

por  apenas  48  acessos  (16,66%)  mantinha  81,31%  da  riqueza  alélica  detectada.   Níveis
moderados de diferenciação genética foram observados na coleção nuclear.  

Uma população  F2 derivada  do  cruzamento  entre  linhagens  indica férteis  e  TGMS foi

usada para construir  um mapa genético  de arroz  baseado  em marcadores microssatélites.   O
fenótipo TGMS analisado apresentou uma variação contínua na população segregante. Um baixo

nível de distorção da segregação foi detectado na população segregante (14,65%) e a causa da
distorção demonstrada como sendo a seleção zigótica. Não houve evidência de relação de causa-

efeito  entre  seleção  zigótica  e  o  controle  de  TGMS neste  cruzamento.  Um mapa  de  ligação
compreendendo 1.213,3 cM foi construído baseado nos dados de segregação da população F2.

Noventa  e  cinco  marcadores  microssatélites  de  um  total  de  116  marcadores  testados  foram



reunidos  em 11  grupos  de  ligação  com uma média  de  12,77  cM entre  os  locos  marcadores
adjacentes. Os dados fenotípicos e genotípicos permitiram a identificação de três novos QTLs para

a macho-esterilidade gênica termossensível em arroz indica. Dois dos QTLs foram mapeados em
cromossomos que não tinham ainda sido associados ao controle genético da característica TGMS

(cromossomos 1 e 12). O terceiro QTL foi mapeado no cromossomo 7, onde um loco TGMS (tms2)

foi  recentemente  mapeado.  Testes  alélicos deverão ser  realizados para  verificar  se as regiões

mapeadas são as mesmas.  

ABSTRACT

Rice (O. sativa L.) is a staple food for more than half of the world population, providing
about 20% of the calories found in the human diet (Khush, 2001). The rapid growth of the human

population demands a substantial increase on  rice yield to feed the estimated 8,9 billions of people
in the planet by 2010 (Tanksley & McCouch, 1997). The increase on rice yield is constrained by

factors such as the narrow genetic basis of breeding programs. This increase can be reached using
hybrid varieties developed by the breeding programs of rice. 

The cross between inbred  lines from distinct  heterotics  groups to  obtain  a new variety

expressing hybrid vigor, i.e., showing a higher yield than observed in the parental lines is one of the
most important methods in use by the seed industry since the beginning of the 20th century.  The

phenomenon of hybrid vigor or heterosis has been efficiently exploited in allogamous species (ex:
maize) and, classically, this strategy has been associated with genetic improvement of outcrossing

species. In the last years, however, the use of heterosis has had a great commercial appeal for
autogamous species such as rice. The development of rice hybrid varieties represents a revolution

on yield improvement of rice. The combination of elite lines  to develop new hybrid varieties can
potentialy increase the yield of irrigated rice, stabilized on average levels of 5,000 Kg/ha in Brazil, to

significantly higher averages.

Accurate assessment of levels and patterns of genetic diversity can be invaluable in crop
breeding  for  diverse  applications  including  the  analysis  of  genetic  variability  in  cultivars,  the

identification  of  diverse  parental  combinations  to  create  segregating  progenies  with  maximum
genetic variability for further selection and introgression of desirable genes from diverse germplasm

into the available genetic base. An understanding of genetic relationships among inbred lines or
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pure lines can be particularly useful  in planning crosses,  in  assigning lines to specific heterotic
groups, in defining parental lines to be used in the development of new recombining populations or

to  enhance  the  use  of  germplasm  in  breeding  programs. The  study  of  genetic  diversity  of
germplasm collections,  coupled  with  genetic  differentiation  estimates,  can  facilitate  the  reliable

classification of the accessions, the establishment of their pairwise and group genetic relationships,
the selection of representative samples which capture the genetic diversity of the collection and the

detection of patterns of differentiation in the whole collection as well as in samples drawn from it.
DNA polymorphism can be very useful to define a group of accessions (core collection) that could

genetically  represent  the  usually  large  germplasm collection  from which  it  is  derived.   A  core
collection represents a sample of the whole collection composed of a limited number of accessions,

which together should represent the maximum possible level of the genetic diversity existing in the
whole collection.

As autogamous species, the rice hybrid production depends essentially on pollen sterility

mechanism without affecting the female sexual system. The discovery of cytoplasmic-genetic male
sterility (CMS) allowed the development of rice hybrid strategy by means of tree-lines system, i.e.,

male-sterile  line,  maintainer  line and restorer  line.  The identification  of  a  pollen  sterility  system
dependent  on  temperature,  known  as  the  Thermosensitive  Genic  Male  Sterility  (TGMS),  has

contributed  to  obtain  male-sterile  lines  under  specific  ranges  of  temperature,  opening  new
perspectives  for  hybrid  rice  exploitation.   The  TGMS system has  the  potential  to  simplify  the

procedures required by the hybrid seed production in rice since lines TGMS can be used as male
sterile and maintainers. The use of TGMS system is potentially simple, cost effective, and efficient

and eliminates most limitations associated with the CMS system. Pollen sterility is conditioned by
variations  in temperature  and by the plant  morphologic  stage  due to genetic  effects  of  several

genes dispersed in the rice genome. 

The objective of this study was to evaluate the genetic diversity of rice accessions included
in EMBRAPA’s Germplasm Gene Bank and to locate genomic regions associated with the genetic

control of thermo sensitive genic male sterility. Analysis of genetic diversity was base on a collection
of 298 accessions of rice, O. sativa L., using multiplex panels of 16 microsatellite markers labeled

with  fluorochromes  and  genotyped  on  DNA  sequencer.   The  DNA  polymorphism  data  was
submitted to analysis of genetic distance in pairwise comparisons and, then, evaluated by clustering

methods of genetic distance and contrasted with estimates of population structure. A core collection



was  developed  based  on  levels  of  allele  richness  measured  in  groups  of  accessions  defined
according to maximum genetic distance.

The results  show high  levels  of  genetic  diversity  between  the  evaluated  accessions.  A

database  of  allelic  frequencies  was  constructed  based  on  genotypic  data  using  microsatellite
markers.  Control  accessions  of  the  indica or  japonica subspecies  were  used  to  indicate  the

background  composition  of  the  remaining  accessions  upon  cluster  analysis.  Two  rice  lines
(IRTGMS68945  and  IR50)  with  enough  genetic  differentiation  to  develop  an  F2  segregating

population to study the genetic control of the TGMS trait were selected based on this approach. 

A Neighbour-Joining based dendrogram was used as model to define clusters and infer
possible genetic structuring of the collection.  The analysis of the genetic relationships of these

accessions suggested no significant  correlation between clustering based on distance data  and
subpopulation  differentiation  based on MCMC approach.   The estimates  of  Wright’s  F-statistics

revealed a high value of inbreeding coefficient (FIS) and a relatively high overall fixation index (FIT)
but only moderate levels genetic differentiation (FST) of subpopulations defined according to the

genetic distance clustering model. A  core collection based on estimated pairwise genetic distances
and  allele  richness  was  successfully  obtained,  characterized  by  a  subset  of  rice  accessions

representing only 16.66% of the whole collection while still maintaining 81.31% of the allele richness
detected.  Moderate levels of genetic differentiation were observed also in the core collection.  It is

possible that the use of germplasm conserved in rice germplasm collections could be enhanced if
molecular characterization and population genetics approaches could be more intensively applied

to better define the sample of accessions which would be more appropriately suited to different
genetic and breeding purposes. 

An F2 population derived from the cross between fertile and TGMS indica lines was used to

construct a microsatellite-based genetic map of rice. The TGMS phenotype showed a continuous
variation in the segregant population. A low level of segregation distortion was detected in the F2

(14,65%) and the cause of distortion was found to be zygotic selection. There was no evidence
suggesting a cause-effect relationship between zygotic selection and the control of TGMS in this

cross. A linkage map comprising 1,213.3 cM was constructed based on the segregation data of the
F2 population. Ninety-five out of 116 microsatellite markers tested where assembled into 11 linkage

groups with an average of 12.77 cM between adjacent marker loci. The phenotypic and genotypic
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data allowed for  the identification  of  three  new QTLs for  thermosensitive  genic  male sterility  in
indica rice. Two of the QTLs mapped on chromosomes that so far have not been associated with

the  genetic  control  of  the  TGMS  trait  (chromosomes  1  and  12).  The  third  QTL  mapped  on
chromosome 7, where a TGMS locus (tms2) has recently been mapped. Allelic tests will have to be

developed in order to clarify if the two regions are the same or not.  

1. INTRODUÇÃO

1.1. O Arroz

O gênero Oryza é uma angiosperma monocotiledônea da família Gramineae (Poaceae),
subfamília Oryzoideae (Bambusoideae), e tribo Oryzae. Este grupo possui somente duas espécies

de  arroz  cultivado,  Oryza  sativa L.  (2n=24;  AA)  e  O.  glaberrima Steud.  (2n=24;  AA),  e
aproximadamente  20  espécies  silvestres  distribuídas  nos  trópicos  da  África,  Ásia,  Américas  e

Austrália (Chang, 1976; Vaughan, 1994).

A região de origem de O. sativa L. parece incluir Nordeste da Índia, Bangladesh, Myanmar,
Tailândia,  Camboja,  Vietnã  e  Laos,  países  que  apresentam  grande  diversidade  genética  de

ecótipos primitivos e parentes silvestres da espécie.  Já O. glaberrima Steud é originária do Oeste
Africano.  Os  ancestrais  destas  duas  espécies  cultivadas  são  respectivamente  O. nivara e  O.

rufipogon, e O. barthii e O. breviligulata (Morishima, 1994; Vaughan, 1994; OECD, 1999).

A domesticação de O. sativa L. é considerada como tendo ocorrido entre 15.000 a 10.000
A.C., e esta espécie tem sido cultivada na China e na Índia por mais de 8.000 anos. Existem duas

subespécies de O. sativa L., que são indica e japonica, como resultado às variações ambientais e
seleção entre diferentes áreas (Khush, 1977).

1.2. Importância Econômica do Arroz

O arroz (O. sativa L.) é a principal cultura alimentar e um dos alimentos diários de mais de

metade  da  população  mundial.   Este  cereal  fornece  cerca  de  20%  das  calorias  consumidas
mundialmente (Khush, 2001). Com o rápido crescimento populacional  há a necessidade de um

incremento dos atuais níveis de produtividade do arroz para satisfazer os cerca de 8,9 bilhões de



pessoas  no  planeta  estimadas  para  2010  (Tanksley  &  McCouch,  1997).  O  aumento  da
produtividade do arroz é dificultado por fatores como a estreita base genética dos programas de

melhoramento. O arroz, como grão, é exclusivamente consumido pelo ser humano. Cerca de 90%
da produção mundial de arroz é consumido na Ásia, onde esta cultura constitui dieta base e a

principal  fonte de carboidratos,  proteínas,  lipídeos e minerais.  A matéria verde é também uma
importante ração animal em muitos países (Khush, 1977; Rouhi, 1997; OECD, 1999). 

Além do consumo pelo homem e da utilização como ração animal, o grão e a planta do

arroz podem ser transformados numa grande variedade de produtos. A casca do arroz é utilizada,
na Tailândia, como combustível para os geradores vaporizados. O farelo do arroz é extremamente

nutritivo e uma fonte natural de vitamina E; 40% do farelo são usados na extração de óleo e 60% é
utilizado na alimentação animal. O óleo extraído do farelo do arroz é um óleo comestível de alta

qualidade que pode diminuir o colesterol no sangue. O arroz quebrado, cerca de 70%, é utilizado
na produção de ingredientes ou na produção de “noodles” instantâneos ou aperitivos. A farinha de

arroz, produzida a partir do arroz quebrado, é utilizada na produção de pasta de arroz, aperitivos e
cereais.  O amido,  principal  nutriente  do arroz,  é  utilizado  como um componente que  torna  os

molhos espessos, nas sobremesas, e xaropes. A palha é utilizada, em países asiáticos, como meio
de crescimento de cogumelos, na alimentação animal, na produção de papel, em processos de

produção de alimentos bem como na confecção de sandálias e de chapéus. O arroz é utilizado na
produção de várias bebidas alcoólicas, incluindo o saké ou saki (vinho de arroz) e cerveja. O papel

de  arroz,  produzido  a  partir  de  celulose  extraída  da  planta  do  arroz  é  utilizado  no  fabrico  de
cigarros ou de balas, e a cola de arroz, produzida por dissolução de arroz em água fervendo, são

outros produtos do arroz. (www. fao.org). O arroz integral é mais nutritivo do que o arroz branco
(polido), mas não tão popular quanto o arroz branco que é mais saboroso e fácil de cozinhar.

A maior produção de arroz está centralizada na Ásia, incluindo o subcontinente indiano,

que é também a principal região consumidora. Por exemplo, China e Índia permanecem no topo
dos produtores  mundiais  (Tabela  1),  mas são também os  países  com as maiores  populações

mundiais.
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Tabela  1  –  Maiores  produtores  mundiais  de  arroz  (SAFRA  2002/03  -  Base  casca,  em
milhões de toneladas).

PAÍS PRODUÇÃO PARTICIPAÇÃO %

CHINA 177,5 30,50

INDIA 120,0 20,62
INDONÉSIA 51,6 8,86

BANGLADESH 38,5 6,61
VIETNÃ 34,1 5,86

TAILÂNDIA 25,8 4,43
MYANMAR 21,9 3,76

FILIPINAS 13,2 2,27
AFRICA SUBSAARIANA 12,0 2,06

JAPÃO 11,1 1,91
BRASIL 10,7 1,84

SUBTOTAL 516,4 88,7
OUTROS 65.6 11.28

TOTAL 582,0 100,0
      Fonte: FAO, 2003.

A produção de mundial de arroz, em 2003, foi de 582,0 milhões de toneladas (Mt), tendo a
China com o principal produtor,  com cerca de 180 Mt, enquanto o Brasil é o décimo - primeiro

produtor, com cerca de 10 Mt de arroz (FAO, 2003). 

1.3. O Arroz no Brasil

Foram, provavelmente, os portugueses quem introduziram esse cereal na África Ocidental,
e os espanhóis, os responsáveis pela sua disseminação nas Américas. Entretanto, o arroz silvestre

já ocorria no Brasil antes da chegada dos portugueses e é, ainda hoje, encontrado no Pantanal



Matogrossense, na Amazônia e nas margens dos igarapés (Buso, 1998a).  O arroz era o “milho
d’água” (abati-uaupé) que os tupis já colhiam nos alagados próximos ao litoral.  O arroz silvestre

brasileiro  pertence  às  espécies  O.  glumaepatula  (2n=25),  O.grandiglumis  (2n=48),  O.  latifólia

(2n=48) e O. alta (2n=48), (Black, 1950; Rangel et al., 1996; Marin, 1998; Buso, 1998a; Pott & Pott,

2000; Pereira, 2002).
A  prática  da  orizicultura  no  Brasil,  de  forma  organizada  e  racional,  só  aconteceu  em

meados do século XVIII (Pereira, 2002). O país é o décimo - primeiro maior produtor de arroz no
mundo. Na América Latina e no Caribe, o Brasil é o maior produtor de arroz, embora seja também

o maior importador (FAO, 2003).   O país ainda importa anualmente cerca de 10% do arroz que
consome.

O  arroz  é  cultivado  em  praticamente  todos  os  estados  do  Brasil,  destacando-se

inicialmente o cultivo de variedades  japonica e,  mais recentemente,  variedades  indica.  Existem
dois principais ecossistemas de cultura do arroz no Brasil,  várzeas e terras altas (sequeiro).  O

ecossistema de várzeas representou cerca de 40% da área total sob a cultura, de 1,5 milhões de
ha.,  contribuindo  com 60% da  produção  de  10  milhões  de  toneladas,  na  safra  98/99.  Nesse

ecossistema predomina  o  sistema de  cultivo  com irrigação  controlada,  que  ocupa  cerca  de  1
milhão de hectares na região subtropical (Rio Grande do Sul e Santa Catarina), onde a cultura é

manejada  sob  alto  nível  tecnológico  e  apresenta  rendimento  médio  ao  redor  de  5,5  t/ha.  O
ecossistema de terras altas desempenhou um papel de grande relevância na produção de arroz

sob o sistema de cultivo de sequeiro, nas décadas de 60 a 80, em que a cultura chegou a ocupar
4,5 milhões de hectares. Devido à sua rusticidade e adaptação a solos ácidos, foi uma alternativa

altamente satisfatória para o desbravamento dos cerrados. Mas desde a década de 80 a área sob
a cultura no sistema de sequeiro vem decrescendo, devido a fatores ecológicos e econômicos,

atingindo menos de 2 milhões de hectares na safra 98/99. Em 2000, o consumo de arroz  per

capita no Brasil foi de 58 kg de arroz integral.

O  levantamento  da  safra  2002/03,  realizado  em  abril,  pela  Companhia  Nacional  de

Abastecimento do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento, indicou uma redução da
área cultivada com arroz de 1,5%, passando de 3.219,6 mil hectares para 3.172,1 mil hectares. A

produção foi  de 10,6 milhões de toneladas,  4,5% inferior  à safra 2001/02,  devido a problemas
climáticos na Região Sul, especialmente no RS (http://www.irga.rs.gov.br).
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A Região Sul destaca-se com 36,8% da área cultivada, 58,6% da produção brasileira de
arroz e produtividade 59% superior à média nacional,  considerando a estimativa da atual safra

(Tabelas 2 e 3). A Região Nordeste detém a segunda maior área cultivada, porém a mais baixa
produtividade entre as regiões. Em termos de produção, a região Centro Oeste detém a segunda

melhor produção.  As Regiões  Norte  e  Nordeste  detêm praticamente a mesma participação  na
produção nacional, respectivamente com 11,2 e 11,5%. Com uma percentagem de apenas 4,3%

da área e 3,1% da produção brasileira encontra-se a Região Sudeste que, por outro lado, é a maior
consumidora de arroz (www.irga.rs.gov.br).

      Tabela 2 – Área e Produção Brasileira de Arroz

REGIÃO ÁREA - 1.000 ha. PRODUÇÃO- 1.000 t

2001/2002 2002/2003 Var. % 2001/2002 2002/2003 Var. %

Centro Oeste 605,2 593,1 -2,0 1.650,9 1.652,9 0,2

Sul 1.203,8 1.169,1 -2,9 6576,6 6.221,7 -5,4

Nordeste 735,3 733,3 -0,3 966,4 1.223,2 26,6

Norte 529,5 541,1 2,2 1.090,0 1.193,0 9,4

Sudeste 145,8 135,5 -7,1 343,0 325,3 -5,2

TOTAL 3.219,6 3.172,1 -1,5 10.626,1 10.616,1 -0,1

      Fonte: CONAB, IRGA, IBGE (2002-2003).

    Tabela 3 – Produtividade de Arroz no Brasil (Kg/ha.)

REGIÃO 2001/2002 2002/2003 Var. %

Centro Oeste 5.463 5.322 -2,6

Sul 2.727 2.787 2,2

Nordeste 1.314 1.668 26,9

Norte 2.059 2.205 7,1

Sudeste 2.353 2.401 2,0

Média 3.300 3.347 1,4

      Fonte: CONAB, IRGA, IBGE.

1.4. Genoma

Atualmente,  o  estudo  da  genômica  do  arroz  conta  com  vários  recursos  tais  como  a

seqüência  completa  do genoma estrutural,  mapas genéticos  densos,  mapas físicos completos,



mapas comparativos extensos ancorados em outras gramíneas de importância econômica, mais de
4.000 marcadores de DNA de uso integrado entre diferentes laboratórios,  várias bibliotecas de

cromossomos artificiais de bactéria (BAC), bibliotecas de cromossomos artificiais derivados de P-1
(PAC)  e  bibliotecas  de  cromossomos  artificiais  de  leveduras  (YAC),  populações  de  mutantes

insercionais de TDNA e de transposons, linhagens mutantes derivadas de mutação química e por
irradiação,  bancos  extensos  de germoplasma  depositados  em diferentes  países.  Esses  dados

revelam características importantes da estrutura genética e física do genoma do arroz e a evolução
dos cromossomos dos cereais (Kurata et al., 2002).

O genoma de arroz (Oryza sativa; genoma AA) é composto de 12 cromossomos (2n = 24)

e tem um tamanho de 430 Mb (mega pares de bases = 1.000.000 pares de bases) correspondendo
a cerca de 1.500 cM (centiMorgans, unidade de medida da freqüência de recombinação na meiose

genética) (Kurata et al., 1994b; Ferreira & Grattapaglia, 1998; Harushima et al., 1998). Assim, em
arroz, cada cM corresponde à média de 290 kb. Esta relação varia entre as espécies e tamanhos

de  genomas,  como por  exemplo,  o  milho  (3.000  Mb);  cevada  (3.500  Mb);  trigo  (uma espécie
hexaplóide com genomas A, B e D) (~16.000 Mb) (Keller & Feuillet, 2000). 

O  genoma  da  subespécie  japonica de  arroz  foi  seqüenciado  e  agrupado  pelo

sequenciamento utilizando a estratégia “shotgun” (Goff et al., 2002; RGISC, 2005). As seqüências
agrupadas cobriram 93% das 420 megabases do genoma. A predição de genes nas seqüências

agrupadas sugere que o genoma contém 32.000 a 50.000 genes. A sintenia e homologia gênica
entre arroz e os genomas de outros cereais são grandes. Noventa e oito porcento de proteínas

homólogas  de  milho,  trigo,  e  cevada  foram também encontradas  em arroz.  Por  outro  lado,  a
sintenia com Arabidopsis é limitada, embora seja possível identificar e atribuir a funcionalidade de

genes candidatos de arroz ortólogos aos genes de Arabidopsis (Goff et al., 2002; RGISC, 2005).

 Por outro lado, uma seqüência “rascunho” do genoma de arroz mais cultivado na China,
Oryza sativa L. ssp. indica, foi produzido também por sequenciamento “shotgun” (Yu et al., 2002).

O genoma foi estimado em 466 Mb, com um número de genes entre 46,022 a 55,615. A cobertura
funcional em seqüências agrupadas foi  de 92,0%. Cerca de 40% do genoma é aparentemente

constituído por repetições oligoméricas de 20-nucleotídeos, e a maioria dos transposons localizada
nas  regiões  intergênicas.  Embora  80,6%  dos  genes  preditos  de  Arabidopsis  thaliana  tenham

homologia em arroz, esta elevada proporção de homologia representa apenas 49,4% dos genes de
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arroz (Yu et al., 2002).

O  arroz  tem  inúmeras  características  que  a  tornam  uma  espécie  modelo  entre  as

gramíneas.  O  genoma  de  pequeno  tamanho,  compatível  com  as  tecnologias  e  esforços  de
sequenciamento, tornou possível determinar a seqüência completa de cada um dos cromossomos

nucleares de arroz. Ferramentas e recursos, tais como programas de predição de genes, ESTs e
cDNAs,  e  identificação  de  recursos  moleculares  para  mapeamento,  têm sido  desenvolvidos  e

melhorados para maximizar a interpretação das seqüências genômicas (Yuan et al., 2001). Por ser
uma  das  culturas  alimentares  mais  importantes  no  mundo  e  pelo  tamanho  pequeno  do  seu

genoma, o arroz serve como modelo de pesquisa genômica. A sua relação de sintenia com os
genomas  de  outras  gramíneas  torna  a  informação  genômica  do  arroz  de  grande  utilidade  no

melhoramento de outros cereais como o milho, trigo, cevada, sorgo, milheto, etc (Barry, 2001).

1.5. Germoplasma de Arroz

A variabilidade genética em arroz conservada em bancos de germoplasma (O. sativa L.) é
apenas  uma  pequena  fração  da  variabilidade  encontrada  na  natureza  (Tanksley  &  McCouch,

1997). Ela consiste na diversidade de parentes silvestres do arroz, populações locais (landraces)
ou cultivares primitivas, cultivares absoletas, linhagens experimentais,  linhagens produzidas por

mutações e outros produtos dos programas de melhoramento, cultivares modernas (Nass, 2001), e
as novas fontes de diversidade, como as plantas transgênicas (Bellon et al., 1996).

A diversidade genética do gênero  Oryza (particularmente espécies do genoma AA) tem

sido estudada utilizando descritores morfológicos, análise citogenética, hibridização interespecífica,
e  marcadores  bioquímicos  e  moleculares.  Existem  duas  espécies  cultivadas  e  vinte  e  uma

espécies  silvestres  no  gênero  Oryza agrupadas  nos  seguintes  “pool”  gênicos:  o  “pool”  gênico
primário é constituído pelas espécies silvestres O. rufipogon Griff., O. nivara Sharma et Shastry, O.

glumaepatula Steud., O. meridionalis Ng., O. breviligulata Chev. Et Rhoer., O. longistaminata Chev.
et Rhoer., e pelas espécies cultivadas  O. sativa L. e  O. glaberrima. Estas espécies possuem o

genoma AA e a transferência gênica entre elas pode ser feita através da hibridização convencional
e seleção; o “pool” gênico secundário compreende as espécies que possuem os genomas BB, CC,

BBCC, CCDD, EE e FF, havendo homologia limitada com o genoma AA e, por isso, a transferência



gênica é bastante dificultada; o “pool” gênico terciário engloba espécies que raramente produzem
híbridos viáveis com o arroz (Khush, 1977; Buso, 1998a; Buso et al., 1998b; Brondani, 2000; Buso

et al., 2001).

Os melhoristas de plantas reconhecem a importância das espécies silvestres como fonte
de genes de resistência a pragas, doenças, e aos estresses ambientais. A introdução destes genes

em variedades economicamente importantes evita perdas de produtividade. Mas, para atingir este
objetivo, é necessária a existência de um amplo acervo de germoplasma de arroz disponível aos

melhoristas (Ko et al., 1994). A riqueza dos recursos genéticos de arroz é a base para o progresso
no melhoramento genético da cultura face ao racionamento de recursos biológicos e físicos, sendo

que  o  germoplasma  silvestre  das  espécies  utilizadas  na  agricultura  constitui  um dos  maiores
tesouros biológicos do homem (Chang, 1984).

O arroz possui uma das maiores coleções de germoplasma no mundo. Aproximadamente

84.000  acessos  estão  conservados  no  Centro  Internacional  de  Germoplasma  de  Arroz
(Internacional Rice Germplasm Centre - IRGC) nas Filipinas (Jackson & Huggan, 1993) e o total

conservado em diferentes países pode atingir 230.000 acessos. A disponibilidade internacional de
germoplasma  de  arroz  tem  constituído  a  base  para  a  maioria  dos  resultados  obtidos  no

melhoramento genético do arroz.

O germoplasma, que representa a diversidade genética das plantas cultivadas, tem sido
ativamente  conservado  nos  bancos  genéticos  existentes  em  várias  partes  do  mundo.  A

conservação  e  utilização  dos  recursos  genéticos  de  plantas  são  fatores  essenciais  para  a
manutenção  e  desenvolvimento  da  produção  agrícola.  A  necessidade  de  se  conservar  essa

diversidade tem sua base na demanda agrícola, e, portanto, no melhoramento vegetal. Para uma
melhor utilização do germoplasma conservado é necessário que se caracterize a diversidade nele

existente,  quer  morfologicamente,  via  descrição  de  caracteres  morfológicos,  quer,  em nível  do
genoma, utilizando técnicas moleculares. 

A genética molecular tem tido um papel importante na conservação e caracterização da

diversidade genética, com o fim de melhorar a coleta, manutenção e utilização de germoplasma.
Esta função é possível pelos estudos de estimativas de parâmetros genéticos de populações e da

análise da relação genética entre as amostras, acessos ou espécies. O emprego de marcadores
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moleculares em genética de populações representa um grande avanço pela possibilidade de se
identificar genótipos dos indivíduos analisados, permitindo a estimativa de parâmetros genéticos

para o estudo de populações.

Com  o  avanço  tecnológico  no  campo  da  biologia  molecular,  nos  últimos  25  anos,  a

avaliação e utilização da diversidade genética sofreram uma grande mudança. A análise molecular
permite uma visão do polimorfismo genético que muitas vezes difere do polimorfismo derivado da

análise fenotípica. A tecnologia molecular tem permitido a identificação de similaridade no DNA de
gêneros  separados  há  milhares  de  anos  por  evolução  e  cujo  fenótipo  mascara  sua  herança

genética  comum  (Jauhar,  1996; Phillips  &  Vasil,  1994;  Sobral,  1996).  O  poder  da  genética
molecular  traz  consigo  a  necessidade  de  se  repensar  na  classificação  dos  acessos  de

germoplasma existente em bancos de germoplasma.

1.6. Análise de Diversidade Genética e Estruturação Genética

Diversidade  genética  -  A  análise  das  relações  genéticas  nas  espécies  de  plantas
alimentares  é  um  componente  importante  dos  programas  de  melhoramento  porque  fornece

informação  sobre  a  diversidade  genética  e,  consequentemente,  uma base  de  amostragem de
variedades, linhagens, cultivares, acessos ou populações envolvidas nesse processo (Mohammadi

& Prasanna, 2003). A avaliação correta dos níveis e padrões da diversidade genética pode ser de
grande valor para o melhoramento através de aplicações diversas tais como análise da diversidade

genética em cultivares (Smith, 1984; Cox et al., 1986), identificação de combinações parentais para
a  criação  de  progênies  segregantes  com  o  máximo  de  variabilidade  genética  para  posterior

seleção (Barret & Kidwell, 1998), e introgressão de genes de germoplasma diverso em background
genético  conhecido  (Thompson  et  al.,  1998).  Por  outro  lado,  o  entendimento  das  relações

genéticas  entre  linhagens  tem  um  papel  importante  no  planejamento  de  cruzamentos,  na
classificação de grupos heteróticos e na identificação de plantas para a proteção de variedades

(Hallauer & Miranda, 1988).
A análise de diversidade em coleções de germoplasma pode facilitar a classificação, mais

correta,  dos acessos  e a identificação de sub-amostras de acessos com possível  utilidade em
objetivos específicos do melhoramento (Mohammadi & Prasanna, 2003). Particular atenção tem

sido  dada  à  cultura  do  arroz  na  relação  entre  as  espécies  cultivadas  e  silvestres,  entre  as



subespécies, variedades, cultivares, linhagens do arroz cultivado, e entre os diferentes acessos
que constituem o grande acervo de germoplasma de arroz mundial (Ni et al., 2002; Pessoa Filho,

2004; Zenga et al., 2004).

O estudo da diversidade genética é o processo pelo qual a variação entre indivíduos ou
grupos de indivíduos é analisada por um método específico ou por uma combinação de métodos.

Os dados envolvem medições numéricas e combinações de diferentes tipos de variáveis, sendo
que os mais importantes são os dados de pedigrees (Bernardo, 1993; Messmer et al., 1993; van

Hintun & Haalman, 1994), dados de passaporte e dados morfológicos (Smith & Smith, 1992; Bar-
Hen et al., 1995) dados bioquímicos de isoenzimas (Hamrick & Godt, 1997) e de proteínas reserva

(Smith et al., 1987) e, mais recentemente dados de marcadores baseados em DNA que permitem
uma diferenciação mais correta dos genótipos. E, porque cada tipo de dados fornece diferente tipo

de informação, a escolha do(s) método(s) analítico(s) depende do(s) objetivo(s) do experimento, do
nível  de  resolução  desejado,  dos  recursos  e  infra-estrutura  tecnológica  disponível,  e  das

dificuldades operacionais e de tempo (Karp et al., 1997a; 1997b).

A distância  genética é a diferença entre  duas entidades que podem ser descritas  pela
variação alélica (Nei, 1973). Esta definição foi, posteriormente, mais elaborada por Nei (1987) e

refinada por Beaumont et al. (1998) como “qualquer medida quantitativa da diferença genética, em
nível  de  seqüência  ou  freqüência  alélica,  que  é  calculada  entre  indivíduos,  populações  ou

espécies”. A distância genética, entre genótipos, populações ou indivíduos, pode ser calculada por
várias medidas estatísticas dependendo do tipo de dados. A distância Euclidiana ou “linha direta” é

comumente utilizada para dados morfológicos. Grower (1971) descreveu um coeficiente (Distância
de Grower) para diferentes tipos de caracteres,  dicotômicos,  qualitativos e quantitativos.  Várias

medidas de distância genética foram propostas para análise de dados produzidos por marcadores
moleculares para a análise de diversidade genética. Para marcadores SSRs e RFLPs a distância

genética pode ser calculada através da distância de Rogers (RD) (Rogers, 1972), Coeficiente de
Nei & Li (1979), Coeficiente de Jaccard (1908), Coeficiente de “Simple Match” (Sokal & Michener,

1958)  ou  Distância  Baseada  em Alelos  Partilhados  (DAS –  Distance  of  Shared  Alleles;  Jin  &
Chakraborty, 1993). O Coeficiente de Jaccard leva em consideração “coincidências” entre banda

(alelo) presentes e ignora as ausentes em ambos os indivíduos de uma comparação par-a-par. O
Coeficiente  de  Nei  e  Li  mede  a  proporção  de  bandas  (alelos)  partilhadas  como  resultado  da

herança a partir  de  ancestral,  e representa a proporção de bandas (alelos)  presente  em cada
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individuo;  a  Distância  Euclidiana,  por  sua  vez,  leva  em  consideração  as  igualdades  e
desigualdades das bandas, e atribui igual peso às mesmas (Mohammadi & Prasanna, 2003).  Já a

Distância  Baseada  em  Alelos  Partilhados  leva  em  conta  os  alelos  compartilhados  por  dois

indivíduos e é calculada como  PsaDsa −= 1 , com  
Sr
Sr
s

zPsa ∑  ,  onde o número de alelos

partilhados é somado sobre todos os locos r (Jin & Chakraborty, 1993). 

A escolha de medida de distância genética, na base do tipo de variável e da escala da

medição, é um componente importante na análise da diversidade genética entre genótipos.  Os
coeficientes de Nei & Li e de Jaccard, diferem na atribuição do peso dos marcadores polimórficos

dominantes  e codominantes.  Embora  ambas as medidas levem a níveis  idênticos de distância
genética  entre  linhagens  puras,  a  distância  genética  pode  diferir  quando  se  analisa  locos

heterozigotos  em híbridos  (Link  et  al.,  1995)  ou no caso de populações quando  heterozigotos
ocorrem normalmente. Para marcadores co-dominantes (RFLP e SSR), o Coeficiente de Nei & Li é

uma  função  linear  do  coeficiente  de  co-ancestralidade  (Melchinger,  1993).  Para  marcadores
dominantes, esta propriedade é aplicada ao Coeficiente de Jaccard (Link et al., 1995). A distância

de  Igualdade  Simples  tem  propriedades  métricas  euclidianas  que  possibilitam  o  seu  uso  em
estratégias de agrupamento hierárquico (Ward, 1963) e AMOVA (Excoffier et al., 1992), que podem

ser utilizadas para calcular os componentes de variância entre e dentro de grupos.

Com o aumento do tamanho das amostras do material de melhoramento e acessos de
germoplasma utilizados em programas de melhoramento, os algoritmos estatísticos multivariados

utilizados para classificar e ordenar a variabilidade genética estão assumindo grande importância.
O seu uso é estratégico na classificação de germoplasma, na ordenação da variabilidade de um

grande número de acessos, ou na análise das relações genéticas entre material de melhorado.
Técnicas  analíticas  multivariadas,  que  analisam simultaneamente  medições  múltiplas  em cada

indivíduo,  são  amplamente  utilizados  independentemente  do  tipo  de  dados  (morfológico,
bioquímico  ou  molecular).  Entre  esses  algoritmos,  a  Análise  de  Agrupamento,  Análise  do

Componente Principal (PCA), Análise da Coordenada Principal (PcoA), e Escala Multidimensional
(MDS) são os mais usados (Melchinger, 1993; Johns et al., 1997; Tompson et al., 1998; Brown-

Guedira et al., 2000).

Estruturação  Genética -  O  estudo  da  estrutura  genética  de  populações  naturais  é
fundamental  ao  entendimento  da  sua  ecologia  e  as  forças  evolutivas  que  as  afetam.  O



conhecimento  da  estrutura  genética  de  populações  de  espécies  silvestres  que  representam
recursos genéticos para plantas melhoradas é essencial para a conservação  ex-situ e  in-situ. O

objetivo  de  genética  de  população é  entender  as forças que  formam padrões de variabilidade
genética  dentro  e entre  espécies.  A informação  sobre  diversidade  e estrutura  de população  é

essencial na ajuda aos melhoristas na seleção de pais para cruzamentos, fornecendo uma base
mais racional para expandir o acervo de genes no material melhorado e para identificar materiais

que abrigam alelos de valor para o melhoramento. É também de interesse entender as etapas de
especiação e como as populações divergem e diferem no tempo. Os dados biológicos e genéticos

das populações permitem entender melhor a estrutura desta diversidade e as forças agindo sobre
ela, a fim de melhorar sua conservação e seu uso para bem estar humano (Garris et al., 2005;

Semon et al., 2004).

Em arroz, a análise da estrutura genética de populações possibilita a caracterização da
divergência  intra-especifica  de acessos  de germoplasma e permite  estimar os relacionamentos

evolutivos  entre  grupos  dentro  da  espécie  estudada.  A  compreensão  da  estruturação  da
diversidade  genética  intra-especifica  é  de  importância  para  examinar  a  base  genética  de

domesticação, adaptação, desenvolvimento da planta, e desempenho agrícola (Garris et al., 2005).

A análise  de agrupamento  refere-se  ao grupo  de técnicas  multivariadas  cujo  propósito
primário é agrupar indivíduos ou objetos baseado nas características que eles possuem, de modo

que indivíduos com descrições similares sejam matematicamente agrupados (Hair et al., 1995). Os
grupos  resultantes  devem  exibir  grande  homogeneidade  interna  e  grande  heterogeneidade

externa. No caso de classificações bem sucedidas, os indivíduos dentro do grupo deverão estar
próximos  e  grupos  diferentes  deverão  estar  afastados  (Hair  et  al.,  1995).  Dois  métodos  de

agrupamento são amplamente conhecidos: (1) Métodos baseados em distâncias, nos quais uma
matriz de distâncias entre pares é utilizada para análise por um algorítmo específico (Johnson &

Whichern, 1992), levando a uma representação gráfica (conhecida como árvore ou dendrogramas),
e (2) método baseado em modelos, em que as observações de cada grupo são assumidas como

amostragens aleatórias do modelo paramétrico, e inferências sobre os parâmetros de cada grupo e
seu membro, são realizadas simultaneamente usando métodos estatísticos. 

O  método  de  agrupamento  baseado  em  distâncias  pode  ser  dividido  em  grupo

hierarquizado e não-hierarquizado. Os métodos hierarquizados são os mais utilizados na análise
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de diversidade genética de plantas agrícolas. Os métodos de agrupamento Neighbor-Joining (NJ)
(Saitou  &  Nei,  1987)  e  Sequential,  Agglomerative,  Hierarchical,  e  Nested  (SAHN)  (Sneath  &

Sokal,1973) procedem de uma série de “uniões” sucessivas ou por uma série de divisões de um
grupo de indivíduos. Este último, também conhecido como método hierárquico aglomerativo, tem

como referência  o  método  UPGMA (do  inglês  Unweighted  Paired  Group  Method  Aritmhmetic

Averages)  (Sneath  &  Sokal,  1973;  Panchen,  1992)  que  é  um dos  algorítmos  mais  adotados,

seguido do Método de Variância  de Ward (Ward, 1963).   Os métodos não hierarquizados não
envolvem dendrogramas ou árvores, e são também conhecidos como “K-means clustering” (Everitt,

1980). São métodos raramente utilizados na análise genética intra-específica em plantas agrícolas
por falta de informação sobre o número ótimo de grupos necessário para a correta inserção dos

indivíduos.  Dendogramas  baseados  em UPGMA têm sido  amplamente  referenciados  pela  sua
consistência no agrupamento de materiais biológicos com relações computadas de diferentes tipos

de dados (Ajmone-Marsan et al., 1992; 1998; Mohna et al., 1992; Murmm et al., 1994). Entretanto,
algumas considerações em relação à  congruência  entre resultados de diferentes  métodos,  e o

poder do teste e suas debilidades têm sido verificadas (Mohammadi & Prasanna, 2003). 

Segundo  Franco  et  al.  (1997)  os  seguintes  pontos  devem  ser  cuidadosamente
considerados na aplicação de medidas de diversidade genética e métodos multivariados para a

análise  de  diversidade  genética:  (1)  “sensato”  e  efetivo  uso  de  diferentes  tipos  de  variáveis
continua, discreta, ordinal, multiestado, binomial, etc; (2) aplicação de grupos de dados múltiplos

(morfológico,  bioquímico  e  molecular);  (3)  escolha  correta  da  medida  de  distância  genética  e
algoritmos de agrupamento; e (4) determinação do número ótimo de grupos.

Muitos são os softwares disponíveis para a análise da diversidade genética (Labate, 2000),

embora NTSYS-pc (Rohlf, 1998) e PHYLIP (Felsentein, 2004) proporcionem meios eficazes para
tipos de dados diversos em plantas e animais.  Estes programas oferecem análises na base de

modelos evolucionários relevantes e a facilidade de uso para o usuário.  Vários dos programas
recentemente desenvolvidos oferecem opções de análise  do nível  de polimorfismo, freqüências

alélica  e  genotípica,  homozigosidade  e  heterozigosidade,  heterogeneidade,  padrões  de
agrupamento, e reamostragem numérica (bootstrap e  jackknife). Outros possibilitam o estudo da

estruturação genética  em populações  envolvendo  parâmetros  estatísticos  como o  F de  Wright

(Wright,  1978)  através das metodologias de (1) Gst de Nei, (2) θ de Weir & Cockerham, e (3) os
Bayesianos.



O uso do parâmetro estatístico Gst é recomendado para distribuição da variação dentro e
entre populações quando se está interessado em características de populações que incluam nas

amostras efeitos fixos de amostragem. Por outro lado, a utilização do estatístico θ relaciona-se à

amostragem  aleatória  das  amostras,  representando  características  de  um  grande  grupo  de
populações (Corander et al., 2003). O método Bayesiano é usado para estimar a sub-estruturação

populacional utilizando marcadores moleculares multilocos e informação geográfica fornecido pela
amostragem. A distribuição posterior para a estimativa do subestruturação utilizando marcadores

moleculares multilocos e as informações geográficas são fornecidas pelo modelo de amostragem.
A distribuição posterior da subestruturação e freqüência alélica das respectivas populações são

disponíveis numa forma analítica quando o número de populações é pequeno, enquanto que uma
aproximação  baseada  na  simulação  da  Cadeia  de  Markov  Monte  Carlo  pode  ser  obtida  para

número grande de populações.  A maior vantagem desse método é que o número de populações é
tratado  como um parâmetro  desconhecido.  O  que  é  tradicionalmente  considerado  como duas

populações geneticamente distintas, quer recentemente formadas ou ligadas pelo fluxo gênico, é
aqui  tratada  como  uma  única  população  com  certa  probabilidade  baseada  nos  dados  de

marcadores moleculares (Holsinger 1999, Edwards & Beerli 2000; Kitada et al. 2000; Pritchard et

al. 2000a; Lawson & Belkhir 2001). 

A técnica de Cadeia de Markov Monte Carlo foi desenvolvida pela estatística física com
diferente  ênfase na computação  para estudos com algorítmos aleatórios,  estatística  espacial  e

estatística  aplicada,  como é o caso do contexto  Bayeasiano.  Entretanto,  o trabalho  teórico  do
desenvolvimento  permitiu  o  desenvolvimento  de  inferências  estatísticas  para  a  maioria  dos

problemas de (bio)estatística, como por exemplo, análise de dados, análise de imagens, padrão
espacial aleatório, modelos estatísticos financeiros, doenças epidêmicas contagiosas e na genética

(Kendall  et  al.,  2004).  A  Cadeia  de  Markov  e  Monte  Carlo  (MCMC)  descreve  uma classe  de
métodos que se baseiam em um tipo especial de simulação do processo estocástico, conhecido

como cadeia de Markov, para estudar propriedades de uma distribuição complexa de probabilidade
que não podem ser facilmente estudadas utilizando os métodos analíticos. A Cadeia de Markov

gera  uma  série  de  variáveis  aleatórias  tais  como  a  probabilidade  de  distribuição  de  estados
esperada completamente determinados pelo estado da corrente em qualquer ponto da cadeia. Sob

certas condições, a Cadeia de Markov terá uma distribuição estacionária,  significando que se a
cadeia  está  interagindo  por  um período suficiente  de tempo,  o estado visitado  tenderá  a uma

probabilidade específica de distribuição que não dependerá do número de interações ou do estado
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inicial da variável. A forma mais simples do MCMC é a integração de Monte Carlo (MC). A idéia
básica da integração MC é que as propriedades das variáveis aleatórias podem ser estudadas

simulando muitos exemplos de uma variável e analisando os resultados. Cada réplica da simulação
é independente  e  o  procedimento  é  equivalente  a  tomadas  de várias  amostras  da Cadeia  de

Markov que é estacionária  em pontos que são suficientemente separados e sem correlação.  A
integração MC tem sido amplamente aplicada em estatística genética e a sua vantagem é que as

estimativas não são imparciais e o erro padrão das estimativas pode ser corretamente calculado
porque  as  variáveis  aleatoriamente  simuladas  são  independes  e  identicamente  distribuídas.  A

desvantagem é que, para variáveis multidimensionais complexas, tem de haver um grande estado
de espaço,  elevado número de replicações para se obter uma correta estimativa do parâmetro

(Beamont & Rannala, 2004).  

Vários são os programas computacionais que envolvem o algoritmo MCMC para inúmeras
análises  genéticas  incluindo  análise  de  estruturação  genética  em  população:  MDIV

(http://www.binf.ku.dk/users/rasmus/webpage/programs.html; Nielsen & Wakeley, 2001); MicSat
 (http://www.maths.abdn.ac.uk/~ijw/downloads/micsat/micsat.htm ; Wilson & Balding, 1998); Migrate

(http://evolution.genetics.washington.edu/lamarc/migrate.html;  (Beerli  &  Felsenstein  1999;  2001);
MrBayes (http://morphbank.ebc.uu.se/mrbayes/; Ronquist & Huelsenbeck, 2003); FSTMET

 (http://www.rdg.ac.uk/statistics/genetics/software.html;  Balding  &  Nichols,  1997);  HARDY
(http://www.stat.washington.edu/thompson/Genepi/Hardy.shtml; Guo & Thompson, 1992); HWMET

 (http://www.rdg.ac.uk/statistics/genetics/software.html; Ayres & Balding, 1998); LDMET
 (http://www.rdg.ac.uk/statistics/genetics/software.html; Ayres & Balding, 2001); LEA

 (http://www.cnrs-gif.fr/pge/bioinfo/lea/index.php?lang=en;  Langella  et  al.,  2001);  WinBug
(http://www.mic-bsu.cam.ac.uk/bugs/winbug/contents.shtml);  BAPS  (Corander  et  al.,  2003)  e

STRUCTURE 2.1 (Pritchard et al., 2000a; Pritchard & Wen, 2004; Falush et al., 2003). 

O programa STRUCTURE versão 2.1 é um software utilizado na análise de estruturação
de  populações  com base  em dados  de  genotipagem  de  multilocos.  Suas  aplicações  incluem

inferências sobre a presença de populações distintas, designação de indivíduos às populações,
estudo de zonas de híbridos,  identificação de migrantes e indivíduos não puros,  e cálculos de

freqüências alélicas de população em situações onde muitos indivíduos são migrantes ou híbridos.
A  análise  tem  envolvido  na  sua  maioria  dados  de  genotipagem  de  marcadores  moleculares

microssatélites,  RFLPs e SNPs (Pritchard et  al.,  2000a).  O poder deste método de associação



estruturada  baseia-se  na  análise  efetiva  da  estrutura  da  população,  agrupamento  correto  e
inclusão dos indivíduos em grupos apropriados,  utilizando um número pequeno de marcadores

moleculares não ligados, e a identificação de migrantes ou indivíduos com mistura genética. Este
programa foi  inicialmente  utilizado  com sucesso  em estudos  envolvendo  populações  humanas

(Zöllner et al.,  2004; Rosenberg et al., 2002), testes de associação (Falush et al., 2003; Wall &
Pritchard,  2003;  Pritchard  &  Rosenberg,  1999),  mas  tem  sido  também  aplicado  em  plantas

agrícolas tais como milho (Pritchard, 2001) e arroz (Semon et al., 2005). 

1.7. Coleções nucleares

A diversidade genética em culturas alimentares pode ser analisada em diferentes níveis
intra-específicos tais como linhagens ou clones, variedades tradicionais, híbridos e populações, e

em nível de espécie. Em cada um dos casos, essa diversidade varia de acordo com a natureza do
material  genético. As estratégias de amostragem ao nível  de população, ao contrário de linhas

puras, são complicadas por fatores como ligação gênica, tamanho efetivo, modo de reprodução,
migração, deriva e existência de subestruturação. A maioria das medidas de diversidade genética

depende do número de indivíduos amostrados na população, do número de locos amostrados, da
composição genotípica e alélica da população, do sistema de polinização, e do tamanho efetivo da

população (Nei & Chesser, 1983; Namkoong, 1988).

Frankel et al, (1995) sugeriu dois conceitos de variação genética que são aplicados a nível
populacional: (1) riqueza da população ou amostra, que corresponde ao número total de genótipos

ou alelos presente na população ou amostra, e (2) freqüência dos diferentes tipos de alelos na
população ou amostra. A riqueza alélica é calculada tendo em conta o número médio de alelos por

locos e a percentagem de locos polimórficos. Este parâmetro é sensível à presença ou ausência
de  alelos  raros  (~5%)  na  população  ou  amostra,  bem  como  ao  elevado  grau  de  erro  de

amostragem associados aos alelos raros (Nei, 1987; Namkoong, 1988; Sjogren & Wyone, 1994). A
percentagem de alelos polimórficos na população é um parâmetro crucial da variação genética por

estar sujeita a um grande erro de amostragem e pode ser confiável quando um grande número de
locos é amostrado (Brown & Weir, 1983). 
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A amostragem de indivíduos para a análise de diversidade genética realça a discriminação
dos indivíduos marginais e é proporcional ao tamanho da amostra (Marshal & Brown, 1975; Brown,

1989b; Frankel et al., 1995). Em estudos de análise populacional torna-se necessário balancear o
tamanho da amostra, contra a amostragem de várias populações, e o número de locos. Parece

não haver recomendações simples sobre o tamanho da amostra, número de amostra, e número de
locos ideais. Entretanto, Marshal e Brown (1975) recomendaram amostras com número igual ou

superior  a  59  gametas  ou  mais  (amostra  aleatória  de  50  indivíduos  diplóides)  como  sendo
suficientemente grandes para ter uma probabilidade de 95% de detectar todos os alelos com uma

freqüência igual ou superior a 5%. Outras sugestões foram apresentadas por Crossa et al., (1993),
Warburton et al. (2002) e Baverstock & Moritz (1996).

No  caso  de  grande  número  de  acessos  de  germoplasma  conservados  ex-situ,  a

amostragem pode envolver a seleção de acessos a partir de uma coleção inteira ou de plantas
entre acessos que sejam representativas. A formação de coleções nucleares pode constituir uma

etapa  importante  na  solução  desse  objetivo.  O  conceito  de  coleção  nuclear  (do  inglês,  core

collection) foi proposto por Frankel (1984) e, mais tarde Frankel & Brown (1984) e Brown (1989a,

1989b, 1994).  Uma coleção nuclear é definida como “um grupo limitado de acessos derivado de
uma coleção de germoplasma, escolhido para representar o espectro genético da coleção inteira”.

A coleção nuclear deve incluir tanta diversidade genética quanto possível. O conceito, baseado na
teoria de alelos neutros (Kimura & Crow, 1964), uma coleção nuclear deve representar cerca de

10% dos acessos de toda coleção e incluir (com uma probabilidade de 95%) aproximadamente
70% da riqueza alélica (alelos comuns e raros) disponíveis no acervo gênico inicial (Ewens, 1972;

Brown, 1989a).

1.8. Melhoramento Genético de Arroz e Produção de Híbridos

Os  principais  objetivos  da  maioria  dos  programas  de  melhoramento  de  arroz  são  o
desenvolvimento de cultivares com alto potencial produtivo, estabilidade na produção, resistência a

doenças  e  qualidade  de  grãos.  Outras  características  específicas  têm sido  também objeto  de
estudo de alguns  programas,  como o desenvolvimento  de variedades adaptadas  às condições

ambientais de uma determinada área, como a tolerância à salinidade, ao frio, à seca e à toxidade
por ferro. Estes objetivos poderão ser atingidos com o desenvolvimento e aplicação da tecnologia

de produção de híbridos em arroz.



O híbrido do arroz é uma planta oriunda do cruzamento entre dois genitores geneticamente

diferentes. Na produção de híbridos, o fenômeno da heterose é muito importante porque o híbrido
resultante  mostra  superioridade  agronômica  sobre  os  seus  genitores.  O  termo  heterose  foi

introduzido por Shull, em 1914, (Shull, 1948) para explicar o aumento de vigor, tamanho, produção
de  frutos,  tempo  de  crescimento,  resistência  a  doenças  e  pragas,  ou  a  fatores  climáticos,

manifestada  pelo  cruzamento  dois  organismos  diferentes.  Duas  hipóteses  principais  foram
propostas para explicar a base genética da heterose: a dominância (Davenport, 1908) e a sobre-

dominância (East 1908, 1936). 

A  hipótese  de  dominância  sustenta  que  a  heterose  é  devido  à  acumulação  de  genes
dominantes  no  híbrido  derivado  de  dois  genitores,  enquanto  a  hipótese  de  sobredominância

sugere que o heterozigoto é mais vigoroso e produtivo do que qualquer um dos homozigotos.  No
caso de caracteres poligênicos, a heterose é resultado da dominância (Xiao et al 1995), parcial ou

completa, sobredominância (Stuber et al 1992; Yu et al 1997; Li et al 2000), ou epistasia (Zhang et
al., 2001), ou ainda, ela pode resultar da combinação de interações alélicas dentro e entre locos

gênicos (Comstock & Robinson 1952). A heterose pode ter também como causa o efeito positivo
específico do citoplasma materno sobre a componente nuclear do parente paterno (Virmani et al.,

2003).  Entretanto,  a heterose é expressa na primeira geração, varia de acordo com o nível da
diversidade parental e ou presença de blocos gênicos heteróticos nas linhagens parentais e, pode

ser positiva  ou negativa.  A heterose pode ser  classificada em três  categorias,  dependendo da
referência usada para a comparação da performance de um híbrido: 1) a heterose da média dos

genitores - que é o aumento ou diminuição na performance de um híbrido em comparação com
valor  médio  dos  genitores;  2)  heterobeltiose  -  aumento  ou  diminuição  da  performance  de  um

híbrido  com  o  melhor  genitor  do  cruzamento;  e  3)  heterose  padrão  -  medida  em  relação  à
variedade padrão da região. Do ponto de vista prático, este último tipo de heterose é interessante

porque ajuda o desenvolvimento de híbridos melhores que as variedades mais produtivas (IRRI,
1997; Virmani et al., 2003). 

Comercialmente,  a  heterose  tem  sido  explorada  na  produção  de  híbridos  de  arroz

resultantes de cruzamentos intra-subespecífico, tais como indica × indica e japonica × japonica, e
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muito  raramente  interespecíficos.   Entretanto,  recentemente  foi  desenvolvido  um  híbrido
interespecífico  (superhíbrido)  que explora  a  heterose dos  cruzamentos  entre  indica e  japonica.

Bons híbridos têm um potencial  de produtividade de 15-20% maior do que a melhor variedade
autofecundada crescendo sob condições similares (IRRI, 1997; Bong et al., 2000). O interesse na

produção  de híbridos surge devido à  estagnação  da produtividade das variedades  de arroz,  a
redução  de  terras  destinadas  à  produção,  à  maior  produtividade  em  relação  às  variedades

autofecundadas sob condições de campo, e a uma potencial capacidade de produzir melhor sob
condições adversas  de seca  e  salinidade (IRRI,  1997).   Nos últimos 25 anos  a tecnologia  de

híbridos  em  arroz  tem  contribuído  significativamente  para  a  segurança  alimentar,  proteção
ambiental, e redução de desemprego em países como a China. Desde 1990, esta tecnologia tem

sido desenvolvida e introduzida também na Índia, Vietnã, Filipinas, Bangladesh, e Estados Unidos
e, atualmente vários outros países estão desenvolvendo a mesma tecnologia.

Sendo o arroz uma planta autopolinizada, o desenvolvimento de híbridos requer o uso de
um sistema de esterilidade masculina que produza pólen inviável sendo, por isso, as espiguetas

incapazes de produzir sementes por autopolinização.  A esterilidade masculina pode ser definida
como  uma  condição  em  que  o  grão  de  pólen  é  inviável  ou  não  pode  germinar  e  fertilizar

normalmente, para a produção de sementes. Os sistemas de esterilidade-masculina conhecidos
em arroz  são  os  sistemas  Citoplásmico  Genético  de  Macho-esterilidade  (CMS –  Cytoplasmic-

Genetic  Male  Sterility),  Macho-Esterilidade  Gênica  Termo-sensível  (TGMS  –  Thermosensitive
Genic Male Sterility) e Macho-esterilidade Induzida Quimicamente. 

O sistema macho estéril mais utilizado em programas de desenvolvimento de híbridos de

arroz  é  o  sistema de três  linhagens  que  utiliza  linhagens macho-esteréis  citoplasmático  (IRRI,
1997;  Bong  et  al.,  2000).  Este  tipo  de  esterilidade  é  causado  por  uma  interação  de  fatores

genéticos localizados no DNA citoplasmático e no DNA nuclear (IRRI, 1997; Koh et al., 1999). A
produção de híbridos CMS envolve uma linhagem CMS (A), uma linhagem mantenedora (B) e uma

linhagem restauradora (R), justificando a denominação de sistema de três linhagens.   São poucos
os genes CMS conhecidos em arroz (Koh et al., 1999), os quais têm sido utilizados em programas

de melhoramento para a produção de sementes híbridas comerciais. O uso de CMS em termos
práticos  é  complexo,  com  dificuldades  na  manutenção  de  linhagem  macho-estéril  pura,  de

linhagens  restauradoras  que  possibilitem  combinação  heterótica  adequada  e  de  produção  de



sementes em grande escala. A produção de sementes híbridas é realizada em duas etapas, sendo
que na primeira se multiplica a linhagem CMS e, na segunda, as sementes são produzidas. Na

etapa de multiplicação da linhagem CMS, está linhagem é cruzada manualmente ou no campo por
isolamento  no  espaço  e  no  tempo,  com  uma  linhagem  mantenedora  de  forma  que  ocorra

sincronização na floração de ambas as linhagens. Na etapa seguinte, produção de sementes, a
linhagem  CMS  é  plantada  juntamente  com  uma  linhagem  restauradora,  numa  proporção

fêmea:macho específica. O plantio deve permitir a sincronização das duas linhagens para permitir
a polinização (Virmani et al., 2003).

A utilização do sistema CMS na produção de híbridos tem sido realizada com sucesso em arroz.

Híbridos  produzidos  com  este  sistema  têm  produtividade  maior  do  que  as  linhagens  puras
convencionais  (Yuan,  1994a,  b) e  têm  sido  extensivamente  usados  em  programas  de

melhoramento de vários países para produzir híbridos em vários backgrounds genéticos (Virmani,
1994).  Embora efetivo, o sistema CMS é pouco econômico e trabalhoso, requerendo a seleção de

linhagens mantenedoras e restauradoras apropriadas para o desenvolvimento de híbridos férteis
(IRRI, 1997; Bong et al., 2000).  Por outro lado, cerca de 90% das variedades híbridas na China

fazem uso da mutação WA (wild abortive) de CMS (Yao et al., 1997). A dependência de um único
tipo  de  fonte  de  macho-esterilidade  citoplasmática,  como  o  sistema  WA,  representa  alta

vulnerabilidade  genética  à  ocorrência  súbita  de  pestes  e  doenças.  Basta  lembrar  do  impacto
negativo do uso em escala do citoplasma T em milho, no início dos anos 70, que possibilitou um

ataque epidêmico de grandes proporções para a produção de milho nos Estados Unidos.  Assim, a
diversificação  de  fontes  de  macho-esterilidade  deve  ser  um  componente  importante  de  um

programa de melhoramento de híbridos de arroz (IRRI, 1997). Neste sentido, o Sistema Gênico de
Macho-Esterilidade Termo-sensível (TGMS) apresenta-se como uma interessante opção ao uso

indiscriminado do sistema CMS. 

1.9. O Sistema TGMS em Arroz

O Sistema Gênico de Macho - esterilidade Termo-sensível (TGMS) de arroz é o sistema
em que a  fertilidade  do pólen nas plantas  é influenciada pelas flutuações  de temperatura  que

ocorrem no ambiente de cultivo da espécie. Este tipo de esterilidade foi primeiro observado em
pimenta por Martin & Crawford, em 1951, mas tem sido explorado comercialmente só em arroz

devido ao trabalho pioneiro dos chineses (Virmani et al., 2003). Existem dois tipos de categorias
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para o sistema TGMS: (i) TGMS (temperature-sensitive genic male sterility), propriamente dito e, (ii)
rTGMS ou TGMS reverso (reverse temperature-sensitive genic male sterility).

A descoberta do sistema TGMS, atribuída ao professor Shi Ming Shang da Universidade

de Hubei, na China (Yuan, 1987), e a aplicação do sistema na produção de híbridos representa
uma potencial revolução na metodologia de produção de sementes híbridas de arroz. O sistema

TGMS tem simplificado o procedimento da produção de sementes híbridas em arroz porque as
linhagens  TGMS podem ser  usadas  como macho-estéreis  e  como mantenedoras,  isto  é,  não

dependem de uma linhagem mantenedora específica como no sistema CMS, e têm grande valor
devido ao amplo  espectro  de restauradores e seu grande potencial  na produção de sementes

híbridas (Lang et al., 1999; Jia et al., 2001). O uso do sistema TGMS é potencialmente simples,
econômico, eficiente e elimina as limitações associadas com o sistema CMS. O arroz TGMS é

usado na produção de híbridos do arroz na China e em alguns países asiáticos do Sul (Dong et al.,
2000).

O sistema TGMS tem mostrado ser vantajoso em relação ao CMS por não necessitar de

linhagens  mantenedoras  para  a  multiplicação  genética,  utilizar  qualquer  linhagem  fértil  como
genitor masculino, não mostrar efeitos negativos da esterilidade induzida pelo citoplasma, poder

ser incorporado em qualquer “background” genético,  não necessitar de genes restauradores no
genitor masculino, e não aumentar a vulnerabilidade genética à incidência de epidemias, como é

plausível com o uso intensivo do sistema CMS (IRRI, 1997; Bong et al., 2000) (Tabela 4). Uma boa
linhagem TGMS deve apresentar 100% de plantas macho-estéreis numa população de mais de

1000  plantas,  99,5%  de  pólen  estéril  em  cada  planta  analisada,  ter  regimes  de  alteração
esterilidade/fertilidade claramente definidos, ter a duração da fase macho-estéril por mais de 10

dias consecutivos, apresentar um bom potencial de produção de sementes durante a fase fértil
para  a multiplicação da linhagem,  e indução da macho-esterilidade a uma temperatura  o mais

baixa possível (Maruyama et al., 1991; IRRI, 1997; Bong et al., 2000).

Há evidências de correlação entre efeitos de temperatura e fotoperíodo na expressão da
macho-esterilidade  termo-sensível,  ou  seja,  não  se  observa  a  existência  de  tipos  estritamente

sensíveis  à  temperatura  ou  ao  fotoperiodismo  visto  que  esses  fatores  interagem  em  graus



diferentes baseados no background genético no qual o gene foi transferido (Reddy et al., 2000; Ku
et al., 2001). Esta é uma questão ainda passível de debate visto que, quando em condições de

campo,  as  plantas  estão  sujeitas  simultaneamente  à  ação  da  temperatura  e  do  fotoperíodo
qualquer que seja a sua fase de desenvolvimento (Ku et al., 2001).

    Tabela 4 – Diferenças entre linhagens CMS e TGMS na produção de híbridos
LINHAGENS CMS LINHAGENS TGMS

Macho-esterilidade  causada  por  uma  interação  de
fatores genéticos no citoplasma e no núcleo 

Macho-esterilidade  causada  por  genes  nucleares  e
influenciada pelas flutuações de temperatura e estado
de desenvolvimento da panícula na planta

Processo tradicional na produção de híbridos Novo processo na produção de híbridos

Envolve  uma  linhagem  CMS  (A),  uma  linhagem
mantenedora  (B)  e uma linhagem restauradora (R),  -
sistema de três - linhagens.

Envolve uma linhagem TGMS e uma linhagem normal
– sistema de duas-linhagens

Reduzido número de genes Conhecidos  vários  genes  e  QTLs  dispersos  pelo
genoma 

Dificuldade de manutenção da linhagem macho-estéril e
identificação de restaurador;

Não  necessita  de  linhagem  B  e  de  restauradores
específicos.   Não  apresenta  efeitos  negativos  da
esterilidade induzida pelo citoplasma

Pouco econômico e  trabalhoso requerendo a escolha
de linhas mantenedoras e restauradoras apropriadas 

Uso é potencialmente simples, econômico, eficiente;
tem  simplificado  o  procedimento  da  produção  de
sementes híbridas. 

Dependência excessiva de um único tipo de fonte de
citoesterilidade,  como  por  exemplo,  o  sistema  WA,
causando potencial  vulnerabilidade genética a ataque
de patógenos.

Pode  ser  incorporado  em  qualquer  “background”
genético, limitando a vulnerabilidade genética.
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No  sistema  TGMS,  a  alteração  esterilidade/fertilidade  é  condicionada  por  diferentes
regimes  de  temperatura  (IRRI,  1997;  Lang  et  al.,  1999)  sendo  que  as  linhagens  TGMS

permanecem estéreis em temperaturas altas (>30°C) e restauram a fertilidade em temperaturas
mais  baixas  (<25°C;  IRRI,  1997).  Entretanto,  a  temperatura  ambiental  em relação  a  estádios

específicos  de  desenvolvimento  da  planta  tem  sido  referida  como  críticas  para  a  indução  e
reversão da esterilidade. Bong et al. (2000) destacaram que na maioria das linhagens TGMS a

temperatura crítica ocorria logo após o início da panícula e que a temperatura que condicionava a
esterilidade seria superior a 25°C, enquanto que a fertilidade era restaurada à temperatura mais

baixas.  Reddy  et  al.  (2001)  demonstraram  que  as  linhagens  TGMS  SA2  e  1024  eram
completamente  estéreis  acima  de  28°C  e  altamente  férteis  entre  20°C  e  26°C.  Estas  duas

linhagens sofriam também a influência do fotoperíodo.   Uma outra linhagem, denominada IR68945
apresenta macho-esterilidade induzida por temperaturas de 30ºC a 35ºC, sem efeito de fotoperíodo

(Reddy et al., 2001). A esterilidade de linhagens TGMS e PGMS (Photoperiod Genic Male Sterility)
foi induzida a 32°C/26°C (dia/noite) com 14 horas de luz natural, enquanto que a fertilidade ocorria

a 26°C/20°C (dia/noite)  com 10 horas de luz natural.  A  observação  microscópica das anteras
estéreis revelou a falha completa do desenvolvimento do pólen (Ku et al., 2001).  A alteração da

fertilidade  é  condicionada  também  pela  fase  de  desenvolvimento  morfológico  da  planta  que
corresponde a uma fase termo-sensível crítica que varia entre 15 a 25 dias antes ou 5 a 15 dias

depois do surgimento da panícula (IRRI 1997).
No  desenvolvimento  de  linhagens  TGMS,  linhagens  TGMS  e  doadoras  de  pólen  são

tipicamente autofecundadas e as respectivas progênies resultantes são intercruzadas. O híbrido
resultante  é  um TGMS.  Por  envolver  duas  plantas,  estes  híbridos  são  também denominados

sistemas de híbridos de duas linhagens (IRRI, 1997). 

Mecanismo de Esterilidade Masculina Gênica Termo-sensível em Arroz -  O arroz é
cultivado principalmente em regiões tropicais e subtropicais, mas tanto a temperatura alta (Matsui

& Omassa, 2002) quanto à temperatura baixa (Imin et al., 2004) ou o estresse hídrico (Sheoran &
Saini, 1996) durante o florescimento podem induzir a esterilidade e limitar a produção de grãos.  A

antecipação  de  temperaturas  elevadas  pode  induzir  a  esterilidade  da  flor  e  aumentar  a
instabilidade da produção de arroz (Horie et al. 1996). A principal causa da esterilidade induzida

pela  temperatura  elevada  na  floração  é  a  indeiscência  das anteras  (Satake  & Yoshida,  1978;
Mackill et al., 1982; Matsui et al., 2000a, b; 2001). Temperaturas elevadas na floração inibem a

intumescência dos grãos de pólen (Matsui et al., 2000b), que é a força motora da deiscência das



anteras (Matsui et al., 1999a, b). Assim, as anteras não abririam durante a floração e o pólen não é
liberado para polinizar o estigma, ocorrendo a macho-esterilidade.

Temperaturas  baixas  também  induzem  a  esterilidade  masculina  durante  o

desenvolvimento do grão de pólen,  no estágio  de “emborrachamento” (Nishiyama 1995).  Neste
estágio, o frio causa limitações da produção em até 40% (Angus & Lewin 1991; Nishiyama 1984).

A causa dessa perda é a esterilidade do pólen resultante do efeito pós-meiótico da temperatura
baixa, no estágio de tétrades, ou estágio de micrósporos jovens (Satake & Hayase 1970). Estudos

citológicos e histológicos revelaram anormalidades nas anteras (Terao, 1940, Sakai, 1943 citados
por Imin et al., 2004). As anteras tornam-se pequenas, as células do tapetum que envolvem e são

responsáveis pela transferência de nutrientes para os grãos de pólen sofrem hipertrofia e morte.
Como resultado, não ocorre o desenvolvimento normal do pólen, e esses grãos contendo pouco ou

nenhum  amido,  tornam-se  funcionalmente  estéreis  (Nishiyama,  1984).  Em  nível  bioquímico
verifica-se uma diminuição da respiração, sacarose acumula-se nas anteras, os níveis protéicos

caem e a composição de aminoácidos se altera, incluindo uma acentuada diminuição de prolina e
aumento de asparagina (Ito, 1970). Alguns compostos químicos foram sugeridos como tendo efeito

na macho-esterilidade, como a ação da ß-1,3-glucanase na liberação das tétrades (Stieglitz, 1973;
Tsuchiya  et  al.,  1995),  a  ação  da oxidase  no  desenvolvimento  do  pólen  (Kitashiba  1999)  e  a

diminuição da atividade da invertase nas anteras sob estresse hídrico durante a meiose, sugerindo
que  um distúrbio  no  metabolismo de carboidratos  pode estar  envolvido  na macho-esterilidade.

Embora, no passado se tenha sugerido a causa da esterilidade masculina induzida pelo frio como
sendo  a  quebra  do  metabolismo  de  açúcares,  Imin  et  al.  (2004)  sugerem  outros  compostos

(síntese e formação da estrutura  secundária  e terciária de proteínas,  biogêneses de lipídios e
degradação de proteínas).

Por sua vez, o estresse hídrico inibe a deiscência da antera, germinação do pólen e reduz

a sua viabilidade (O’Toole & Namuco 1983; Ekanayake et al. 1990). A perda do grão em plantas
sob estresse está associada à falha no desenvolvimento da panícula a partir da folha de bandeira

(O’Toole & Namuco 1983; Cruz & O’Toole 1984). O déficit de água durante os estágios precoces
da meiose nas células-mãe do pólen (PMC) também reduz a produtividade de grãos (Sato 1954;

Namuco & O’Toole 1986). O estresse no estágio de meiose causa um comportamento anormal dos
cromossomos e interrupção precoce do desenvolvimento da flor. 
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1.10. Efeito da Temperatura na Esterilidade do Pólen 

Dentre  os  sistemas  de  macho-esterilidade  mais  conhecidos,  o  sistema  de  macho-
esterilidade termo-sensível é visto com grande entusiasmo para a produção de híbridos devido as

suas vantagens sobre a esterilidade citoplasmática. No entanto, o aproveitamento deste sistema
no  melhoramento  de  plantas  só  será  pleno  e  eficaz  quando  se  conhecerem efetivamente  os

fenômenos  bioquímicos  e  moleculares  que  estão  na  sua  base.  A  esterilidade  masculina  e  a
redução da produtividade de sementes têm sido reportadas em algumas plantas agrícolas,  tais

como arroz (Matsui & Kagata,  2003),  milho,  soja,  algodão,  girassol,  trigo,  arabidopsis,  brassica
(Morrison & Stewart,  2002)  e petunia (Napoli  et  al.,  1999),  trigo (Saini  & Aspinall, 1981),  milho

(Schoper et al.,1987a; 1987b; Mitchell & Petolino, 1988), algodão (Kittock et al., 1988), feijão frade
(Ahmed  &  Hall,  1993),  e  ervilha  (Guilioni  et  al.,  1997).  Em paralelo  a  esses  estudos,  várias

publicações foram feitas sobre o desenvolvimento dos órgãos masculinos nas plantas, o efeito da
temperatura no desenvolvimento das anteras, e a presença de algumas proteínas como resposta

às oscilações de temperatura. 

Vários genes TGMS recessivos e alguns poucos dominantes (Wang et al., 1995; Subudhi
et al., 1997; Lang et al.,  1999; Li et al., 1999; Bong, et al.,  2000; Jia, et al, 2000) foram, até o

momento, identificados. A fase do desenvolvimento das anteras/pólen em que esses genes são
expressos precisa ser esclarecida. O estudo do desenvolvimento da antera é importante porque

não só ajuda a compreender a regulação gênica na reprodução sexual das plantas com flores, mas
também devido ao seu potencial na agricultura como macho-estéril. Esse desenvolvimento pode

ser dividido em duas fases: (1) estabelecimento da morfologia da antera e geração das tétrades
dos  micrósporos,  e  (2)  diferenciação  do pólen  e  antera,  degeneração  do  tecido,  deiscência  e

liberação do pólen. Esses processos são acompanhados por diversos genes, mas somente 10-
20% são antera-específicos.  Jeon et  al.  (1999)  identificaram um clone de cDNA específico  da

antera  da  planta  de  arroz,  RA8,  e  indicaram  que  o  transcrito  desse  gene  está  presente
especificamente nas anteras e o nível do transcrito aumenta com a maturação da planta. O clone

de RA8 codifica uma proteína com 264 aminoácidos com uma região N-terminal hidrofóbica cuja
seqüência codante não mostra homologia significativa com qualquer outra seqüência conhecida.

Matsui  et  al.  (2001)  argumentam  que,  por  ser  o  arroz  uma planta  autógama,  não  há

autopolinização se não houver a deiscência das anteras. Temperaturas elevadas por ocasião da



floração  inibem  a  intumescência  dos  grãos  de  pólen  (Matsui  et  al.,  2000b),  enquanto  que
temperaturas baixas, no estágio de "rebentos" impedem o desenvolvimento do pólen (Shimazaki et

al., 1964). Visto que a força que determina a deiscência da antera é o aumento de volume do pólen
na altura da floração (Matsui et al., 1999a, 1999b), cogita-se que o estresse da alta temperatura

reduz a percentagem de anteras abertas na floração (Shimazaki et al., 1964; Matsui et al., 2000b).
Assim, temperaturas muito altas e/ou muito baixas resultam numa polinização reduzida e perda de

produtividade (Horie et al., 1992, 1996).

Ku et al., (2001) testaram várias linhagens TGMS quanto ao grau de fertilidade de pólen
sob diferentes condições de temperatura, e verificaram que em duas linhagens ocorria a inativação

do  pólen  apenas  por  efeito  térmico,  enquanto  em  outras  linhagens  foi  constatado  um  efeito
fotoperiodismo sugerindo que a esterilidade masculina é provavelmente controlada por mais de um

gene. Anteras dissecadas sob microscopia de transmissão mostraram anteras estéreis com lóculos
completamente vazios, mas os restantes tecidos normais. No estágio de células-mãe do pólen as

anteras  macho-estéreis  não  mostraram  qualquer  diferença  estrutural  em  relação  às  anteras
controle, sugerindo que a falha de desenvolvimento de pólen ocorre depois da meiose. Kalaiyarasi

& Vaidyanathan (2003) ao estudarem o mecanismo de esterilidade em linhagens TGMS e CMS,
verificaram que o estágio crítico para a fertilidade do pólen era o estágio de “primórdios do pistílo e

estame” e que genes nucleares envolvidos têm ação pré- e pós-meiótica, causando a esterilidade
do pólen e do esporófito.

Ku et al. (2001) revelaram que o tapetum, tecido que provê nutrientes para a formação do

pólen, apresenta importante papel no desenvolvimento do mesmo. O tapetum cujas células sofrem
uma  morte  celular  programada  (DCD)  está  completamente  reduzido  na  altura  da  maturação

completa  do  pólen.  Observações  citológicas  revelaram  que  as  anteras  de  arroz  TGMS,  nos
estágios precoces de desenvolvimento do pólen, iniciam a morte prematura das células (PCD) que

continua até a completa degradação das células do tapetum.

Ogihara et al. (1997) reportaram o fenômeno de pistiloidia (morfogênese de outros órgãos
em pistilos) no trigo aloplásmico com citoplasma de  Aegilops crassa, o que induz a esterilidade

masculina.   Análise  de  hibridização  com DNA e  RNA mitocondrial  mostrou  que  as  linhagens
aloplásmicas diferem do trigo selvagem e de  Aegilops.  Esta diferença deve-se às substituições

nucleares que induzem as alterações estruturais  no genoma mitocondrial  nas regiões cox III  e
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ORF25. Os padrões de transcrição da ORF25 estão associados com a reversão do fenômeno de
PCMS, mostrando  a relação entre  o  genoma nuclear  e o  condrioma.  A disfunção mitocondrial

parece  ser  causada  por  uma  falha  de  um  controle  cooperativo  da  expressão  dos  genes
mitocondriais durante a morfogênese da flor, especialmente o processo que determina a identidade

do órgão. 

Em brássicas (B. napus e B. rapa), Morrison e Stewart (2002) constataram que o período
de uma a duas semanas depois do aparecimento da primeira flor é crítico para a produção de

sementes.  Esse dado foi  comprovado  por  Richards e Thurling  (1978)  e McGregor  (1981),  que
reportaram que uma demora na plantação, resultando em temperaturas altas durante a floração,

causou  baixa  de  produtividade  em brássicas.  Young  et  al.  (2004)  verificaram que  plantas  de
brássica quando expostas ao estresse por aumento de temperatura (HTS) na floração, reduziam

consideravelmente o desenvolvimento de sementes  e frutos.  Na cessação do HTS, as plantas
compensavam a falta de fruto e sementes com o aumento do número de inflorescências laterais.

Durante o HTS, a viabilidade do pólen e a germinação foram reduzidas. O crescimento in vitro do
tubo polínico a 15°C parece anormal, embora in vivo o crescimento do tubo aparente normalidade.

Os perfis de expressão de um subgrupo de proteínas "heat shock" (HSP101, HSP70, HSP17.6)
mostrou que o micro- e megagametófito eram termos-sensíveis.  HTS durante a floração resulta na

redução da  produção  de  sementes  em plantas  mono e  dicotiledôneas,  por  exemplo,  Brassica

napus (L.) (Nuttal et al., 1992; Morrison, 1993; Angadi et al., 2000), Linum usitatissimum (L.) (Gusta

et  al.,  1997),  Lycopersicon esculentum (Mill.)  (Peet  et  al.,  1998; Sato  et  al.,  2002),  Phaseolus

vulgaris (L.)  (Shonnard & Gepts, 1994), Triticum aestivum (L.) (Saini et al., 1983), and Zea mays

(L.) (Herrero & Johnson, 1980; Carlson, 1990). O número de espécies afetadas pelo HTS durante
os  estágios  reprodutivos  sugere  que  algum  mecanismo  comum  possa  estar  envolvido.  Uma

resposta universal ao HTS é a produção de proteínas HSPs (HSPs, Nagao et al., 1986). HSPs
pequenas (Malik et al., 1999; Park & Bong, 2002), HSP90 (Ludwig Muller et al., 2000) e HSP101

(Hong et al., 2000, 2001; Queitsch et al., 2000) são necessárias para melhorar a termo-tolerância
em plantas. Em Glycine max (L.) Merrill (Kimpel & Key, 1985) e Malus domesticus Borkh (Ferguson

et al.,  1998),  HSPs foram sintetizadas em folhas sob condições de campo em reposta  a HTS.
Entretanto, não se sabe se HTS induz a expressão de HSP em gametófitos de B. napus. 

Em ervilha (Pisum sativum L.), Escobar Galvis et al. (2001) verificaram que a resposta a

estresse de temperatura envolvia a interação de uma enzima mitocondrial, Nucleosídeo Difosfato



Quinase (mtNDPK), e uma proteína de 86 kilodaltons. A isoforma mitocondrial da enzima mtNDPK
é muito abundante nos tecidos reprodutivos e jovens da planta. A expressão dessa enzima não é

por si só afetada por estresse algum, mas associa-se a uma proteína de 86-KD, sintetizada sob
efeito da temperatura alta. Estudos sobre oligomerização revelaram que mtNDPK apresenta uma

flexibilização oligomérica. Esta flexibilidade possibilita à enzima interagir com a proteína 86-KD,
atuando como seu modulador. As enzimas NDKP são enzimas ubiquitinas que transferem grupos

fosfatos  de nucleosídeos trifosfatos para  nucleosídeos trifosfatos (Agarwal  & Parks,  1971).  Em
plantas, resposta do fitocromo B (Choi et al., 1999), sinalização da luz UV-B (Zimmermann et al.,

1999), e respostas hormonais (Nato et al., 1997; Novikova et al., 1999) são processos nos quais as
isoformas de NDPK estão envolvidas. Não obstante, a resposta a temperaturas altas nas plantas

tem envolvido enzimas NDPK (Moisyadi et al., 1994) e BiP (binding protein) (Hurkman et al., 1998).
Os  estudos  sobre  estresse  de  temperaturas  altas  em mitocôndrias  de  plantas  têm focado  na

caracterização de proteínas heat shock (HSPs) (Neumann et al., 1993; Lund et al., 1998). Somente
uma  pequena  proteína  HSP  mitocondrial,  que  proporciona  termo-tolerância  ao  complexo

respiratório I (Downs & Heckathorn, 1998), foi até o momento relatada.

Napoli  et  al.,  (1999)  verificaram em um mutante  de petunia,  caracterizado  por  possuir
anteras  brancas,  não  acumulava  flanonóides  no  pólen,  e  induzia  a  esterilidade  masculina.  A

complementação  transgênica  com  cDNA  de  chalcone  sintase  A  (ChsA)  sugere  que  a  lesão
genética responsável pelo fenótipo mutante está no gene Chs, o gene responsável pela primeira

enzima da via biossintética de flavonol. O estudo mostrou que apenas dois genes Chs (A e J) são
expressos  nos  tecidos  reprodutivos  e  são  diferencialmente  regulados  na  corola  e  antera.  Os

flavonóides são compostos específicos das plantas que se acumulam virtualmente em todos os
tecidos vegetais (Koes et al., 1994). Esses compostos são classificados de acordo com estado de

oxidação do anel pirano central. Os flavonóides camferol e quercetina (Vogt & Taylor, 1995) são
essenciais  para  a  germinação  do  pólen  e  crescimento  do  tubo  polínico  em petunia  (Petunia

hybrida)  e  milho  (Mo et  al.,  1992;  Taylor  &  Jorgensen,  1992; Pollak  et  al.,  1993).  As  plantas
mutantes  com a falta  de chalcone sintase  (CHS),  que cataliza a primeira etapa da síntese de

flavonóides,  não acumula flavonóides e é macho-estéril.  O pólen mutante  pode ser induzido a
germinar  pela  suplementação  com  camferol,  um  flavonóide  aglicone.  A  complementação

bioquímica ocorre naturalmente quando o pólen mutante é cruzado com o tipo normal. Os autores
reportaram que a polinização depende da maturidade do estigma, indicando que a acumulação do

flavonol aglicone pode ser regulada pelo desenvolvimento.
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A via biossintética de flavonóide em petunia, como em muitas outras espécies,  foi bem

caracterizada, e foram identificados muitos genes estruturais e reguladores (Dooner et al., 1991;
Martin et al., 1991; Forkmann et al., 1994). Em petunia foram identificados 8 a 10 cópias de genes

Chs expressos, mas apenas dois deles, ChsA e ChsJ são expressos nas anteras e corola (Koes et
al.,  1989).  Também  foram  identificados  sítios  reguladores,  que  controlam  na  transcrição  a

expressão temporal e tecido-específico dos genes flavonóides estruturais.  O gene  An4 controla
produção de flavonóide nas anteras regulando ChsJ mas não ChsA (Quattrocchio et al., 1993). Em

planta  homozigota  recessiva  para  o  alelo  an4 observa-se  a  expressão  de  ChsA  e  ChsJ  nas
corolas, mas os tecidos da antera acumulam mRNA de ChsA exclusivamente (Quattrocchio et al.,

1993). A falta da proteína CHS nas anteras de petunia e de milho, resulta em pólen branco que é
destituído de todo o flavonol e não pode germinar ou produzir  um tubo de pólen funcional em

autopolinizações (Mo et al., 1992; Pollak et al., 1993). O elemento bioativo da petunia selvagem,
identificado nos estigmas é, novamente, o camferol. Embora o mecanismo de indução do flavonol

na geminação do pólen seja completamente desconhecido,  a complementação bioquímica com
CMF  ("resgate  de  pólen")  estabelece  que  a  resposta  dos  flavonóis  exógenos  é  sensível  e

específica aos aglicones de flavonol (Vogt & Taylor, 1995). O sucesso da polinização depende da
maturidade do estigma, indicando que a acumulação de aglicone de flavonol pode ser regulada

durante o desenvolvimento. 

Em arabidopsis,  um componente  essencial  de  sinalização  para  ao  desenvolvimento  e
fertilidade do pólen é o jasmonate (JA). Os mutantes que bloqueiam a via sintética de JA resultam

em macho-estéreis.  Mandaokar et al. (2003) estudaram os processos de maturação das anteras e
pólen por microarranjos e expressão diferencial dos genes selvagem e mutante macho-estéril. A

análise por “Northern blot” confirmou a baixa expressão de opr1 comparado com o gene selvagem.
Quatro genes eram induzidos nas anteras opr1 dentro de 0.5-1 h de tratamento com JA, enquanto

que os genes restantes eram regulados depois de 1-8 h. Os quatro genes de indução precoce, que
codificam a lipoxygenase, um provável fator de transcrição bHLH, uma proteína especificadora do

epitio  (ESP – Epithiospecifier protein) que específica a reação dos produtos e não dos substratos
no sistema mirosinase-glucosinolato (sistema defensivo das plantas) e uma proteína desconhecida,

podem estar envolvidos na sinalização de JA e na iniciação do processo de desenvolvimento. Os
quatro  genes  de  indução  tardia,  que  codificam  uma  proteína  semelhante  à  extensina,  um

transportador  de  peptídeos  e  duas  proteínas  desconhecidas,  podem representar  componentes



necessários na fase final da maturação da antera e do pólen.

Guan et al. (2001) estudaram a localização da atividade da ATPase em anteras férteis e
estéreis de arroz, analisando a precipitação de Pb1 (po4)2. Os autores verificaram que na fase de

desenvolvimento do pólen denominada de vacúolo grande, o tapetum das anteras férteis mostra
grande atividade da ATPase no seu núcleo. No pólen fértil, a ATPase foi localizada na face externa

da exina e no núcleo,  nas fases de grande vacúolo  e de dois-núcleos  do pólen.  Nas anteras
estéreis,  o  tapetum estava completamente degradado  na fase  de grande  vacúolo.  Nos pólens

estéreis, a ATPase estava localizada na plasmembrana e na intina. Este fenômeno prolongava-se
até a fase de bi-nucleado. A maioria do pólen estéril não mostrou enditina bem desenvolvida. Estes

resultados  sugerem  que  a  degradação  do  tapetum não  fornece  suficiente  nutriente  para  o
desenvolvimento do pólen, e a elevada atividade da ATPase, na membrana do plasma e na intina,

pode resultar na escassez de ATP nas anteras estéreis.

Goetz  et  al.  (2001) reportaram o papel  crítico dos carboidratos no desenvolvimento do
pólen  e  da  antera.  Os  carboidratos,  fornecidos  pelo  tapetum,  são  utilizados  para  suprir  o

crescimento e os sinais que influenciam o desenvolvimento  in  vivo e  in  vitro.  Várias linhagens
macho-estéreis são caracterizadas por apresentarem um metabolismo de carboidratos alterado. Os

açúcares assimiláveis são produzidos fotossinteticamente e, via espaço apoplásmico, transportado
até  as  anteras.  Existem invertases  extracelulares,  cujas  isoenzimas  já  foram identificados  em

tomate, batata e tabaco (Goetz et al.,  2001),  que são expressas espacial e temporalmente nas
anteras  e  ajudam  a  clivagem  de  açúcares  ajudando  a  sua  regulação.  Plantas  transgênicas

contendo  uma  seqüência  antisense  da  invertase  são  bloqueadas  na  fase  precoce  do
desenvolvimento do pólen, causando a esterilidade masculina. Portanto, existe uma relação entre

a clivagem extracelular de sacarose e o desenvolvimento da antera e do pólen.

Dixon et al. (1995) estudaram o metabolismo de composto fenilpropanol como reposta ao
estresse  ambiental  e  constataram  que  um  grande  número  de  fenilpropanóis  induzidos  pelo

estresse era derivado do esqueleto flavonóide C15, sintetizado através da chalcone sintase. Os
fenilpropanóis são derivados do ácido cinâmico, que é formado a partir de fenilalanina pela ação da

fenilalanina  amonia-liase  (PAL),  a  ramificação  enzimática  entre  o  metabolismo  primário  (via
Shiquimato) (Hermann, 1995) e secundário (fenilpropanol) (Harbone, 1988; Hahlbrock & Scheel,

1989; Lewis & Yamamoto, 1990; Dixon et al., 1992).
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Em resumo, podemos dizer que a esterilidade do pólen pode ser resultado da resposta da

planta aos efeitos ambientais (temperatura e umidade) ou a efeitos genéticos. Como resposta a
flutuações  de  temperatura  alta  e  baixa  umidade,  as  anteras  não  liberam  os  grãos  de  pólen

impossibilitando o autocruzamento das plantas. Estes fatores ambientais provocam respostas das
plantas, através de proteínas termo-tolerantes, ação “heat shock”, etc., através da expressão de

genes nucleares que podem ter algum efeito nas mitocondriais responsáveis pelo fornecimento de
energia à planta e identidade dos órgãos maduros.  A severidade desses fatores pode tornar a

planta estéril. Por outro lado, mutações gênicas podem levar ao bloqueio de vias biossintéticas e
tornar  as  plantas  deficientes  em  certos  metabolitos  vitais  (camferol,  jasmonate,  etc.)  para  o

desenvolvimento  dos  órgãos  reprodutivos  masculinos  da  plantas,  tornando-as  macho-estéreis.
Muitos dos genes com efeito na esterilidade têm ação pré-meiótica, pois resultam em anteras sem

pólen,  enquanto  outros  têm  ação  pós-meiótica,  ou  seja,  o  pólen  é  formado,  mas  não  se
desenvolve.  Como se pode constatar,  o fenômeno da esterilidade masculina é um complexo e

desafiante sistema de regulação gênica.

1.11. Linhagens TGMS de Arroz

A descoberta  do sistema TGMS tem simplificado  a produção  de sementes  híbridas de
arroz porque, quando se compara com o sistema CMS, elas podem ser utilizadas ao mesmo tempo

como linhagens macho-estéreis  e linhagens mantenedoras.  As  linhagens TGMS têm feito  uma
grande contribuição e dado benefícios  econômicos à produção de arroz híbrido do sistema de

duas-linhagens.  Na China,  a  área  de  cultivo  de  variedades  híbridas  2-linhagens  aumentou  de
60,000 hectares em 1994 para 330,000 hectares em 1998 e para 2.000.000 hectares in 2001. As

variedades híbridas TGMS e PGMS (por exemplo, as variedades "Pei ai ST" e "Pei ai 49”) tiveram
uma vantagem de produtividade de 5 a 10% maior do que as variedades híbridas de 3-linhagens, e

20  a  30%  maior  do  que  as  variedades  modernas  de  arroz  (ICARDA,  2001;
webmaster@agroviet.gov.vn). 

A característica TGMS é controlada, na maioria dos casos, por genes TGMS monogênicos

recessivos e não alélicos, tornando difícil a sua aplicação no melhoramento de arroz (Jia et al.,
2001).  No  entanto,  existem  também  linhagens  TGMS (exemplo,  “Pingxiand”  e  “8987”)  com o

fenótipo controlado por genes TGMS dominantes (Tabela  5).  Várias linhagens TGMS têm sido



obtidas tanto por seleção de mutações espontâneas como por mutações induzidas por radiação,
nos países  asiáticos (China,  Japão,  Tailândia,  Filipinas e Vietnan)  onde o desenvolvimento  de

variedades híbridas em arroz é grande (Dong et al., 2001; Li et al., 1999a; 1999b) (Tabela 5).

Um dos problemas relacionados com os locos de macho-esterilidade termo-sensível é a
sua influência na distorção de segregação. Reddy et al., (2000) revelaram que as linhagens TGMS

ID24,  SA2  e  IR68945  apresentaram  a  maioria  da  sua  progênie  expressando  segregação
transgressiva em relação à esterilidade ou fertilidade, causando instabilidade da fertilidade e baixa

reversibilidade, que pode, segundo os autores do estudo, ser devida ao grande número de loco
QTL simples e a interação epistática entre esses locos. He et al. (1999) reportaram que a reversão

da esterilidade para a fertilidade era influenciada pela duração do dia, embora a instabilidade fosse
causada pela oscilação da temperatura. Embora existam linhagens TGMS espontâneas, algumas

linhagens têm sido desenvolvidas também por mutação induzida (IRRI, 1992; Subudhi et al., 1998;
Lang et al., 1999). 

Tabela 5 - Descrição de linhagens macho-estéreis termo-sensíveis utilizadas em programas de
melhoramento genético

Linha TGMS Indução TGMS Derivação Temperatura

Estéril/Fértil

Gene
TGMS

Origem Referência
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J207S

AnnongS-1

TGMS-VN1

N422S

Peiai 64S

IR12164TGMS

IR12164

ID24

SA2

IR68945

NorinPL 12*

54605

Pingxiang

8987
IRTGMS-68945-433-4-14-48

Espontânea

-

-

Mutagênese

-

Raios gama

-

-

-

-

-

-

dominante

dominante

-

(IR64xZhacang)xJIng101

-

-

cultivar Chiem Bau

-

-

IR12164

-

-

-

NorinPL12

-

-

-

-

<11C/>11C

-

-

-

-

-

-

-

28C/20-26C

30-35C

-

-

-

-

27°C

Rtms1

-

tms4(t)

-

-

-

tms1

tms4

-

tms2

tms1

-

-

-

QTLs

China

-

Vietnan

-

-

-

Filipinas

Índia

Índia

Filipinas

Filipinas

Filipinas

-

-

IRRI

Jia et al., 2001

Jia et al., 2001

Dong et al., 2000

Li et al., 1999

Li et el., 1999

Subudhi et al., 1998

Subudhi et al., 1998

Reddy et al., 2000

Reddy et al., 2000

Reddy et al., 2000

Lopez et al.,2000, 

Reddy et al., 2000

-

-

Reddy et al., 2000
  * mutante japonica TGMS temperado, Norin PL 12, ancestral de IRTGMS-68945-433-4-14-48 (Lopez & Virmani, 2000)

1.12. Marcadores Moleculares

O desenvolvimento  de marcadores  moleculares  veio  dar  um impulso maior  à  pesquisa

genética,  propiciando  a  detecção  de  polimorfismo  de  DNA  com  comportamento  Mendeliano,
passível de ser utilizado em diferentes áreas da genética e do melhoramento de plantas (Ferreira &

Grattapaglia, 1998). O surgimento da técnica de PCR (Polimerase Chain Reaction) tornou possível
aliar  o  poder  de informação  gerada  por  marcadores  moleculares  e  a  rapidez  do  processo  de

genotipagem,  baseada  em ciclos  contínuos  de desnaturação  e  amplificação  das  fitas de  DNA
mediados pela enzima DNA polimerase (Mullis & Faloona, 1987). Entre os marcadores moleculares

baseados na reação de polimerase em cadeia destacam-se os marcadores microssatélites ou SSR
(Simple Sequence Repeats, Weber & May, 1989; Litt & Luty, 1989).

A técnica de microssatélites baseia-se na detecção de variação existente entre locos de

seqüências  repetitivas  (di-,  tri-,  tetra-  penta-  e  hexa-nucleotídeos).  Esta  variação  é  dada  pela
diferença  do  número  de  repetições  em  tandem  da  sequência  repetitiva  microssatélite.   As

seqüências que flanqueiam estes locos são mais conservadas, permitindo que primers específicos
a elas sejam sintetizados, e utilizados para amplificar especificamente essa região via PCR. Os

marcadores microssatélites são altamente informativos, permitindo detectar polimorfismo molecular
com grande eficácia (Ferreira & Grattapaglia, 1998; McCouch et al., 1997). Os SSR apresentam as

seguintes  características:  são  marcadores  codominantes;  estão  amplamente  distribuídos  pelo



genoma de eucariotos, são multialélicos, são amplificados via PCR, o que facilita a sua obtenção
mesmo com pouca quantidade de DNA, os primers podem ser facilmente compartilhados entre

laboratórios, primers marcados com fluorescência possibilitam sistemas múltiplos de detecção, e
conseqüentemente,  avaliar  rapidamente  um grande  número  de  locos  por  indivíduo  (Ferreira  &

Grattapaglia, 1996; Akagi et al., 1996; McCouch et al., 1997).

O processo de isolamento de locos microssatélites úteis é laborioso e, em geral, de alto
custo (Holton, 2002). O método padrão para o isolamento de SSRs envolve: 1) a criação de uma

pequena  biblioteca  de  insertos  genômicos;  2)  a  análise  da  biblioteca  para  seqüências
microssatélites por hibridização; 3) a localização da posição da seqüência microssatélite dentro do

clone  positivos  utilizando  PCR ancorado;  4)  o  sequenciamento  de  clones  onde  a  posição  da
seqüência microssatélite é adequada ao desenvolvimento de primers para a sua amplificação por

PCR; 5) desenho de primers;  6)  a seleção dos marcadores SSR analisados via PCR;  e  7)
identificação dos marcadores polimórficos (Rafalski et al.,  1996).  A eficiência de isolamento de

microssatélites pode ser aumentada através de um processo de enriquecimento das bibliotecas
(Ritschel et al., 2004). Para espécies que apresentam um grande número de dados de seqüências

gênicas devido ao sequenciamento genômico ou de ESTs, é possível identificar  microssatélites
através  do  exame  de  Bancos  de  Seqüências  de  DNA.  A  vantagem de  utilizar  microssatélites

presentes em ESTs é a possibilidade de mapeamento de genes com funções conhecidas. 

A  detecção  dos  marcadores  microssatélites,  a  determinação  do  tamanho  dos  seus
fragmentos  e  do tamanho  do  polimorfismo pode  ser  feita  por  eletroforese  de gel  de  agarose,

poliacrilamida ou por sistema de capilares em seqüenciadores de DNA. A coloração com brometo
de etídio é comumente utilizada para detectar produtos de PCR em géis não desnaturantes, i.e.,

géis  de  agarose.   A  resolução  em  agarose  é,  no  entanto,  limitada  em  comparação  com
poliacrilamida. Vale comentar que géis de agarose MetaPhor 2% e UltraPura 1% possibilitam maior

distinção  de  diferenças  alélicas  (Becker  &  Heun,  1995).  A  resolução  de  nucleotídeos  simples
requer o uso de géis de poliacrilamida desnaturante ou por capilaridade utilizando coloração de

prata, marcação radioativa ou fluorescência. A marcação com fluorescências, além de apresentar
vantagens sobre a marcação radioativa  e a coloração com prata,  permite,  combinada com um

sistema automático eletroforético, a mais alta resolução na análise dos tamanhos dos alelos SSR.

A  aplicação  de  marcadores  microssatélites  em  estudos  de  diversidade  alélica  tem
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possibilitado a identificação de acessos de arroz em bancos de germoplasma e em programas de
melhoramento.   Olufowote  et  al.  (1997)  discriminaram  setenta  e  uma  linhagens  de  arroz

geneticamente relacionadas com apenas seis marcadores microssatélites. O custo inicial para o
desenvolvimento  de  marcadores  microssatélites  é  plenamente  compensado  pela  facilidade  de

transferência  destes  marcadores  para  outros  grupos  de  pesquisa,  através  da  divulgação  das
seqüências de primers. Devido ao contínuo desenvolvimento de bibliotecas genômicas específicas

para o desenvolvimento de "primers" SSR e ao sequenciamento do genoma de arroz (Goff et al.,
2002; Yu et al., 2002; RGISC, 2004), cerca de 50.000 seqüências microssatélites de arroz foram

identificadas,  das  quais  24%  são  repetições  dinucleotídeas,  59%  são  trinucleotídeas  e  17%
tetranucleotídeas. Os motivos mais freqüentes são AC/CT, CGG/CCG e ATCG/CGAT. A principal

limitação da técnica de microssatélites é o custo inicial de desenvolvimento dos primers específicos
às regiões flanqueadoras das seqüências repetitivas.

Os marcadores moleculares podem ser úteis no estabelecimento da identidade genética e

no  diagnóstico  da  heterogeneidade  (Ferreira  &  Grattapaglia,  1998).  Algumas  técnicas  estão
disponíveis para a detecção de diferenças genéticas dentro e entre cultivares. Microssatélites ou

“Simple Sequence Repeats” (SSR) são, presentemente, os marcadores de escolha para a maioria
de espécies, possibilitando a construção de mapas genéticos altamente densos (Senior & Heun,

1993;  Taramino  &  Tingey,  1996).  O  atual  nível  de  cobertura  genômica  em  arroz  dada  pelos
marcadores  microssatélites  possibilita,  por  exemplo,  o  fingerprinting  de  DNA e  a  proteção  de

variedades (Olufowote et  al.,  1997;  Rongwen et  al.,  1995; Smith  & Helentjaris,  1996),  estudos
relativos  à  conservação  e  utilização  de  germoplasma  (Bretting  &  Widrlechner,  1995;  Brown  &

Kresovich,  1996; Hahn & Grifo,  1996;  Olufowoote et  al.,  1997; Powell  et  al.,  1996;  Xiao et al.,
1996a;1996b; Yang et al., 1994; Brondani et al., 2002; Belo, 2001; Pessoa Filho, 2004), análise de

genes e locos QTLs (Blair & McCouch, 1997; Koh et al., 1996; Xiao, 1996a); análises de pedigree e
melhoramento  assistido  por  marcadores  (Ayres  et  al.,  1997;  Wooster  et  al.,  1994;  Xiao  et  al.,

1996a; Belo, 2001; Brondani et al., 2002).

Marcadores  microssatélites  têm mostrado  grande  potencialidade  como  metodologia  de
discriminação de genótipos de plantas cultivadas (Yang et al.,  1994;  Russel et  al.,  1997).  Tais

marcadores podem ser utilizados para a determinação da diversidade genética,  do sistema de
cruzamento, estudos de genética de populações, teste de paternidade e fluxo gênico. O uso de

microssatélites na identificação de variedades se deve a sua capacidade de detectar,  repetida,



certeira e eficientemente, grandes números de alelos (Smith & Helentjaris, 1996). Os marcadores
microssatélites têm sido, também, utilizados com sucesso na determinação de acessos e cultivares

puros,  na  manutenção  apropriada  (detecção  de  duplicatas,  mistura  de  sementes,  polinização
cruzada não esperada e deriva genética), para determinar a relação entre indivíduos ou grupos de

acessos  (Belo,  2001)  e  para  clarificar  a  estrutura  genética,  ou  partição  da  variação  entre
indivíduos,  acessos,  populações  e  espécies,  e  na  determinação  da  presença  de  genes  ou

complexos  de  genes  num acesso  particular  (Olofowote  et  al.,  1997;  Yang  et  al.,  1994;  Wu &
Tanksley, 1993; Ayres et al., 1997; Blair & McCouch, 1997; Koh et al., 1996; Xiao et al., 1996a;

1996b; McCouch et al. 1997). Um dos problemas da análise de diversidade genética em plantas
agrícolas  utilizando  marcadores  moleculares,  particularmente  microssatélites,  é  a  falha  na

amplificação de certos alelos. Segundo Robinson & Harris (1999) nunca se sabe se a falha se deve
aos alelos nulos e, a não ser que se tenha a certeza, tal falha deve ser considerada como um dado

genotípico  faltando  durante  a  análise  (Warburton  &  Crossa,  2000)  para  minimizar  erros  de
interpretação.

1.13. Reações Múltiplas de Microssatélites (Multiplex)

PCR  múltiplo  ou  multiplex  é  uma  variante  da  PCR  na  qual  dois  ou  mais  locos  são

simultaneamente amplificados na mesma reação ou, ainda, amplificados em reações distintas, mas
genotipados simultaneamente. O desenvolvimento de um sistema multiplex requer: 1) seleção de

marcadores de acordo com a variação de tamanho de alelos em cada loco, evitando sobreposição
de  faixas  de  alelos  em  marcadores  marcados  com  o  mesmo  fluorocromo;  2)  PCR  de  cada

marcador sob as mesmas condições de amplificação; 1) PCR múltiplo numa mistura equimolar dos
primers;  4) ajuste  do tempo e temperatura  de extensão;  5)  ajuste  do tempo e temperatura  de

anelamento; 6) ajuste da quantidade de marcadores em multiplex; e 7) ajuste da concentração do
tampão.  Esta técnica tem permitido a ampliação simultânea de vários locos na mesma reação e

tornou-se um meio rápido e conveniente para a pesquisa laboratorial (Henegariu et al., 1997). A
técnica  de  PCR  múltiplo  tem  sido  também  aplicada  com  sucesso  em  análises  de  deleção

(Henegariu  et  al.,  1994),  mutações  (Shuber  et  al,  1995)  e  polimorfismos  ou  em  ensaios
quantitativos (Mansfield et al., 1994) e PCR-Transcrição Reversa (Crisan, 1994).

A capacidade de montar uma PCR com vários pares de primers em uma única reação é

necessária  para  reduzir  o  tempo,  trabalho  e  custo  da  genotipagem  (Olivo,  et  al.,  2000).   A
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otimização das condições da PCR múltipla pode ser entediante e demorada visto que os primers
interagem e afetam a quantidade e qualidade dos produtos,  produzem bandas inespecíficas,  e

produzem  dímeros  de  primers  (Jordan  et  al.,  1999).   Em compensação,  a  mistura  de  vários
marcadores pode melhorar o rendimento final permitindo a visualização em cada linha de um gel

de muitos fragmentos polimórficos de DNA, aumentando a informação produzida pela eletroforese
(Armour et al., 2002).

A montagem de painéis de reações múltiplas impõe que microssatélites marcados com a

mesma fluorescência possuam variação de tamanho de alelos diferentes e aqueles com faixa de
tamanho em sobreposição sejam marcadores com fluorescência diferente (Ziegle et al., 1992). A

mistura dos microssatélites pode ser feita após amplificação ou alelos em locos microssatélites
podem ser amplificados juntos numa mesma reação de PCR (Mitchell et al., 1997). No caso de

reações múltiplas universais, é essencial ter em conta a variação do tamanho de alelo de cada loco
com base na análise de acessos de germoplasma, bem como o tipo de marcação fluorescente a

ser usada por cada conjunto de marcadores analisados conjuntamente (Blair et al.,  2002; Belo,
2001; Pessoa Filho, 2004).

Em  arroz,  Blair  et  al.  (2002)  reportou  o  uso  de  27  marcadores  SSR  marcados  com

fluorescência  organizados em 4 painéis  para análise  da diversidade em espécies  de  Oryza.  A
combinação  dos  pares  de  primers  foi  feita  de  forma  tal  a  acomodar  a  análise  de  cultivares

geneticamente  diferentes,  permitindo  um  método  robusto  e  flexível  para  a  detecção  de
variabilidade  intra  e  inter-específica  (Coburn  et  al.,  2002)  .  A  análise  múltipla,  no  entanto,  foi

realizada  com  amplificações  PCR  de  cada  marcador  individualmente,  seguida  de  misturas
específicas antes da eletroforese.    Por outro lado, os painéis múltiplos mais interessantes são

aqueles que reúnem um bom número de marcadores em uma única reação PCR (Belo,  2001;
Pessoa Filho, 2004).  Dois painéis múltiplos baseados em reação única de PCR, combinando 5 e 6

locos para análise genética de germoplasma, de arroz foram desenvolvidos por Beló (2001) e um
terceiro,  mais  recentemente,  por  Pessoa  Filho  (2004).  Para  identificação  dos  locos  aos  quais

pertenciam os  alelos  evitou-se  a  sobreposição  dos  mesmos,  através  da  amplitude  alélica  que
determinou a diferença entre o menor e o maior alelo de cada loco.

O  sistema  automatizado  de  determinar  o  tamanho  dos  alelos  SSR  marcados  com

fluorescência é um sistema em que um dos primers PCR para um loco SSR é marcado com um



marcador  fluorescente  colorido.  Os  produtos  da  PCR  carregando  diferentes  marcadores
fluorescentes são separados em gel de poliacrilamida. O uso de microssatélites marcados com

fluorescência  para  a  genotipagem  automática  em  seqüenciadores  de  DNA  oferece  muitas
vantagens em relação à análise usando técnicas de detecção com prata. Uma das vantagens é a

possibilidade de analisar vários locos ao mesmo tempo em uma única coluna de gel.   Um segundo
benefício é o significativo aumento na acurácia na mensuração do tamanho do alelo, obtido pelo

uso  de  um  padrão  interno  em  cada  coluna  de  gel  e  analisado  com  o  uso  de   algoritmo
automatizado (“allele  calling”).  De um modo geral,  a automatização aumenta a  velocidade e a

acurácia da coleta de dados e o processamento da informação. A alta sensibilidade da detecção
também  reduz  o  volume  necessário  (e,  sobretudo,  o  custo)  da  reação  de  PCR e  permite  a

detecção dos locos que apresentam amplificação mais difícil (Mitchell et al., 1997; Coburn et al.,
2002). Também elimina o uso de radioatividade na visualização dos alelos.

O uso  da  análise  de  fragmentos  de  restrição  automática  baseada  na fluorescência  foi

primeiro reportado por Carrano et al., 1989. Este método foi adaptado e melhorado para a análise
com  microssatélites  (Edwards  et  al.,  1991;  Ziegel  et  al.,  1992).  Os  métodos  automáticos  de

genotipagem com SSR estão gradualmente substituindo os sistemas manuais de genotipagem no
melhoramento de plantas e na pesquisa genética. Esses métodos facilitam a aplicação eficiente de

marcadores microssatélites para o mapeamento “high-throughput” (Rhodes et al., 1998; Ponce et
al., 1999), análise de pedigree (Lexer et al., 1999), fingerprinting de acessos (Carrano et al., 1989)

e avaliação da diversidade genética (Diwan & Cregan, 1997; Macaulay et al., 2001). A tecnologia
pode melhorar a eficiência da gestão de uma coleção de germoplasma, facilitar a manutenção de

“stocks” de sementes puras para os melhoristas, e fornecer a base da proteção da propriedade
intelectual (Mitchell et al., 1997). 

Marcadores SSR têm uma grande probabilidade de funcionar como uma ferramenta para a

identificação de cultivares, combinando a alto conteúdo informativo com a precisão de definição
automática de tamanho de alelos. Esta combinação oferece um sistema rápido e padrão para a

identificação de genótipos como alternativa à identificação convencional de alelos microssatélites
usando outros tipos de marcação (Diwan & Cregan, 1997).  Este método de genotipagem tem se

mostrado eficiente e econômico (Ziegle et al., 1992; Manfield et al., 1994; Blair et al., 2002).

Em plantas, a técnica de detecção fluorescente de microssatélites tem sido aplicada em
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arabidopsis  (Bell  &  Ecker,  1994;  Ponce  et  al.,  1999),  em soja  (Akkaya  et  al.,  1995;  Diwan &
Cregan, 1997; Morgante & Olivieri, 1993, Cregan et al., 1994, Rongwen et al., 1995, Maughan et

al., 1995), em milho (Senior et al., 1996; Smith et al., 1997), Brassica sp (Kresovich et al., 1995),
em tomate (Bredemeijer et al., 1998), em uva (Thomas & Scott, 1993) e em arroz (McCouch et al.,

1997; Akagi et al., 1997; Brondani, 2001, 2002; Beló, 2001; Pessoa Filho, 2004), mostrando que a
genotipagem de homozigotos  e heterozigotos  é  rápida e  que os SSR são herdados de forma

Mendeliana. 

1.14. Mapeamento Genético

O desenvolvimento e aprimoramento das técnicas de marcadores moleculares baseados
em PCR tem permitido a obtenção de mapas genéticos saturados, mais rápida e economicamente

mais  viável,  evidenciando  associação  entre  marcadores  moleculares  e  QTLs  de  importância
econômica.  O sucesso do mapeamento genético envolve cinco etapas importantes:  1) escolha

cuidadosa dos parentais, em geral contrastantes para a característica de interesse; 2) obtenção da
população segregante, maximizando o potencial de evidenciar desequilíbrio de ligação entre um

loco  marcador  e  região  genômica  associada  ao  controle  da  característica  de  interesse;  3)  a
genotipagem dos indivíduos que compõem a população segregante; 4) a avaliação fenotípica na

população segregante (direta, quando possível e representativa, ou indireta, através da análise da
progênie de cada indivíduo); 5) análise estatística da co-segregação marcador/fenótipo. 

Vários tipos de populações, tais como populações RILs (linhagens puras recombinantes)

(Nakata  et  al.,  2002; Zhuang  et  al.,  2002),  populações  F2  (Welter,  2003),  populações  de
rectrocruzamentos (Brondani et al., 2002), populações duplo-haplóides (Ferreira et al., 1994), são

utilizadas  na  análise  e  mapeamento  de  QTLs.  A  informação  genética  é  maximizada  com  a
utilização  de  populações  segregantes  do  tipo  F2,  desenvolvida  por  autofecundação  (ou  por

intercruzamento, no caso de espécies de polinização cruzada) entre indivíduos F1. Os indivíduos
F2 apresentam o dobro de informação genética esperada num indivíduo de uma população de

retrocruzamento (RC1). 

Outras populações segregantes utilizadas em mapeamentos genéticos são populações F1,
populações de retrocruzamento (RC1 ou RC2), desenvolvidos pelo cruzamento da F1 com um dos

genitores  utilizados no cruzamento inicial,  populações de linhagens puras recombinantes (RIL),



desenvolvidas  por  autofecundações  sucessivas  de  uma  planta  a  partir  de  indivíduos  de  uma
população F2. Essas linhagens podem ser utilizadas para o mapeamento porque é essencialmente

uma população F2 imortalizada, com uma ilimitada possibilidade de mapeamento e que também
podem  ser  analisadas  para  caracteres  morfológicos  ou  quantitativos.  Linhagens  RIL  têm  um

grande  potencial  para  a  análise  de  caracteres  quantitativos  porque  as  réplicas  podem  ser
analisadas usando material genético idêntico. Desta forma, os dados gerados podem ser usados

para determinar se marcadores moleculares estão ligados à característica. As sucessivas gerações
de recombinação diminuem, no entanto, o desequilíbrio de ligação em relação ao encontrado nas

gerações F2 e retrocruzamento (Tanksley et  al.,  1991).  Populações F2 ou retrocruzamento são
efêmeras,  sendo  que  a  fonte  de  tecido  para  isolar  o  DNA  se  esgotará  com  o  tempo  e  o

mapeamento terá de ser iniciado numa outra população. Populações duplo-haplóides (DH) são
populações utilizadas no mapeamento genético porque reúnem as vantagens das populações RILs

e  das  populações  de  retrocruzamento.  Os  genótipos  dos  indivíduos  duplo-haplóides  são
completamente homozigotos. Quando existe dificuldade, quer devido ao longo período de geração

quer  por  depressão,  na  obtenção  de  linhagens  endogâmicas,  pode-se  recorrer  à  análise  de
progênies resultantes de cruzamentos heterozigotos (Moretzsohn et al., 2001).

Cada  tipo  de  população  utilizada  no  mapeamento  apresenta  uma  proporção  de

segregação  alélica  específica  nos  locos  analisados.  O  conhecimento  dessas  proporções  é
importante para determinar se a população está expressando uma segregação de acordo com o

esperado  (proporções  Mendelianas)  em cada  loco.  Se  o  loco  for  um marcador  co-dominante
segregando nos três tipos de populações (retrocruzamento, RIL e F2), a proporção de segregação

esperada será, respectivamente,  1:1,  1:1 e 1:2:1.  Se o marcador for dominante, as proporções
esperadas serão, respectivamente, 1:1, 1:1 e 3:1. 

1.15. “Bulked Segregant Analysis”(BSA)

O método Bulked  Segregant  Analysis  (BSA),  ou análise  de grupos  segregantes,  é um

procedimento  rápido  para  identificar  marcadores  ligados  em  locos  de  interesse  em  regiões
específicas do genoma (Michelmore et al., 1991). Este método é uma alternativa ao mapeamento

molecular saturado que é uma atividade cara, trabalhosa e que demanda muito tempo. O método
de  BSA  surgiu  como  uma  modificação  feita  por  Michelmore  e  colaboradores  à  técnica

anteriormente proposta (Arnheim et al., 1985), que consistia na análise de misturas de DNA de
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indivíduos  homozigotos  para  um  determinado  loco  através  da  identificação  de  RFLP  em
desequilíbrio  de  ligação  de  loco  associados  com  doenças  em  seres  humanos  (Ferreira  &

Grattapaglia, 1998). 

A Análise de Bulks Segregantes envolve a comparação de duas amostras misturadas de
DNA uma população segregante de um determinado cruzamento. Em cada grupo ou mistura de

DNA, os indivíduos são idênticos para a característica ou gene de interesse, mas são arbitrários
para  todos  os  outros  genes.  Os  dois  grupos  contrastantes  são  analisados  para  identificar

marcadores  que  os  distinguem.  Os marcadores  que  são  polimórficos  entre  os  grupos  estarão
potencialmente  ligados aos locos que controlam a característica usada para construir os grupos.

Esta evidência de ligação gênica entre o marcador polimórfico e o loco alvo é confirmada através
de uma análise de segregação de todos os indivíduos da população segregante. Estima-se, desta

forma, o valor da freqüência de recombinação entre o marcador e o loco genético que controla o
caráter (Michelmore et al., 1991; Ferreira & Grattapaglia, 1996). 

O método BSA utiliza uma seleção genômica prévia para reduzir o esforço necessário à

identificação de ligação gênica, e focaliza a análise diretamente na região do genoma associado à
característica de interesse. Os marcadores identificados estão em geral numa janela genética de

25 cM de cada lado do alvo (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Este método tem duas aplicações imediatas no desenvolvimento de mapas genéticos: (1) o
desenvolvimento de mapas genéticos detalhados através da análise da segregação de marcadores

moleculares selecionados em populações; e (2) a localização rápida de genes que não segregam
em populações inicialmente usadas para gerar o mapa genético (Michelmore et al., 1991).

O método BSA tem sido aplicado com sucesso na identificação de genes associados à

resistência  ao  míldeo  (Bremia  lactucae)  em  alface,  a  Pseudomonas  syringae em  tomate,  a
Puccinia  graminis em aveia,  e  a  Uromyces  phaseoli em feijão  (Ferreira  & Grattapaglia,  1998).

Entretanto a técnica de BSA pode não ser muito efetiva na detecção de QTLs de pequeno efeito,
pelo  que  a  análise  requer  a  utilização  de  um  maior  número  de  indivíduos  nas  populações

segregantes para possibilitar uma classificação fenotípica mais eficiente e um maior número de



marcadores  moleculares  que  permitam uma cobertura  maior  do  genoma (Brunelli  et  al.,  2002;
Linch & Walsh, 1998).

1.16. Detecção de QTLs

QTLs  são  locos  gênicos  que  controlam  características  de  herança  complexa,  ou

características  quantitativas,  geralmente  identificados  por  estratégias  de  mapeamento  genético
utilizando marcadores moleculares.  As características quantitativas são geralmente afetadas por

vários QTLs distribuídos por todo o genoma, com forte interação com o ambiente. O número de
QTLs  para  uma  determinada  característica  é  variável.  A  capacidade  de  detecção  de  QTLs  é

limitada pelo tamanho da população, estringência estatística para detecção dos locos, número de
marcadores utilizados no mapeamento e herdabilidade da característica em estudo.

A  interação  epistática  entre  QTLs  tem  sido  verificada  e  a  sua  natureza  poderá  ser

esclarecida  com  a  utilização  de  marcadores  moleculares  e  o  desenvolvimento  de  novas
populações tais como linhagens isogênicas ou linhagens de substituição.   O uso de marcadores

moleculares  e  seus  mapas  genéticos  têm permitido  o  mapeamento  de  genes  que  expressam
características monogênicas e poligênicas (Patterson, 1991; Tanksley et al., 1991). Patterson et al.,

(1988)  descreveram a dissecação genética de vários QTLs de tomate em fatores  Mendelianos
simples,  lançando  luz  à  utilização  de marcadores  de  DNA em estudos  de  várias  culturas  (de

Vicente & Tanksley, 1991; Li et al., 1998; He et al.,1999; Zhuang et al., 2001; Nagata et al., 2002;
Zhuang et al., 2002; Wang et al., 2002).

Vários  são  os  testes  estatísticos  comumente  utilizados  nos  diferentes  estudos  de

mapeamento  visando  a  deteção  de  QTLs.  A  avaliação  da  associação  entre  marcadores
moleculares e QTL pode ser uma análise individualizada, ou seja, centrada na avaliação de um

marcador de cada vez (ex. “single marker analysis” ou análise de marcador individualizado por
regressão linear), ou uma análise simultânea, onde vários marcadores são utilizados em conjunto

na análise (ex. mapeamento de intervalo simples, mapeamento de intervalo composto).  
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A análise  de  marcador  individualizado  por  regressão  linear  (Haley  & Knott,  1992)  não

requer  o  conhecimento  prévio  da  posição  dos  marcadores  no  genoma.  Entretanto,  segundo
Tanksley (1991), existe grande dificuldade em detectar um QTL utilizando este método quando a

distância  entre  o marcador  e  o QTL é grande.  Há ainda a dificuldade  de diferenciar  QTLs de
pequenos efeitos próximos de marcas simples e QTLs de grandes efeitos mais distantes (Lynch &

Walsh, 1998). Tanksley (1991) aponta uma solução para essas limitações que é a utilização de um
maior  número  de  marcadores  cobrindo  o  genoma  numa  janela  genômica  média  de

aproximadamente 15 cM.

O princípio do mapeamento por intervalo simples é testar a possível presença de QTL em
várias posições dentro de um intervalo flanqueado por dois marcadores moleculares (Lander  &

Bolstein,  1989).    Isto  pode  ser  realizado  por  estimativas  de  máxima  verossimilhança  ou  por
regressão linear.  Já o mapeamento por intervalo composto (Zeng, 1994) é uma modificação da

análise de marcador individualizado onde as variâncias de outros QTLs no genoma são levadas
em consideração na análise ao incluir coeficientes de regressão parcial de outros marcadores no

modelo.  

1.17. QTLs Associados ao Controle de TGMS em Arroz 

Em arroz, a análise de QTLs com marcadores moleculares, baseados em mapas genéticos
(Cause et al., 1994; Kurata et al., 1994b; McCouch et al., 1998; Saito et al., 1991; Brondani, 2000)

tem  sido  utilizada  na  detecção  de  regiões  genômicas  associadas  com  várias  características
complexas. Este tipo de análise tem sido aplicado às características tais como percentagem de

estigma extruso (Li et al.,  2001),  atraso na senescência da folha (Jiang et al., 2003), altura da
planta (Ishimaru et al., 2003), absorção de Na(+) e K(+), controle de tolerância à seca pelas raízes

(Li et al., 2001), qualidade do grão (Septiningsih et al., 2001a; Li et al., 2001), produtividade e seus
componentes (Septiningsih et al., 2001b; Brondani et al., 2002), entre outras.  

O  desenvolvimento  de  pesquisa  sobre  genes  ou  QTLs  que  controlam  a

fertilidade/esterilidade em arroz levou à identificação e localização de vários QTLs dispersos por
vários cromossomos. Dados recentes indicam a existência de cerca de trinta e oito QTLs para

características diretamente relacionadas com a fertilidade/esterilidade senso lato em arroz.  Estes



QTLs incluem: três regiões associadas ao controle de desenvolvimento embrionário  (esa-1, esa-2

e esa-3), localizados nos cromossomos 6 e 12 (Liu et al., 2001);  dois QTLs para a esterilidade da

F2 (F2GST), localizados nos cromossomos 1 e 8 (Wang et al., 2002); quatro para a restauração da
fertilidade (qRf-1, qRf-5, qRf-10-1, qRf-10-2), nos cromossomos 1, 5 e 10; oito para a restauração

da fertilidade masculina (qRf-1, qRf-7,  qRf-10 e qRf-11)  nos cromossomos 1, 7, 10 e 11 (Zhuang
et  al,  2001;   Xie  et  al.,  2002);  dois  para  a  saliência  da  panícula  (qPEN-1  e  qPEN-4),  nos

cromossomos 1 e  4 (Hittalmani  et  al.,  2003),  quatro  para a  esterilidade masculina  sensível  ao
fotoperíodo (pms1 e pms1), nos cromossomos 7 e 12 (Mei et al.,1999), quatro para a fertilidade do

pólen (PF),  nos cromossomos 1,  7 e 10 (Cai & Morishima, 2002)  e doze para a fertilidade da
espigueta  (qSF-1,  SPKFRT-1,  SPKFRT-4b,  SPKFRT-6,  qSF-10,  qSF-10,  ste10.2,  SPKST-1,

SPKST-2, SPKST-5 e SPKST-12), nos cromossomos 1, 4, 5, 6, 10 e 12 (Moncada et al., 2001;
Lafitte et al., 2002; Nagata et al., 2002; Zhuang et al., 2002).

A complexidade da característica TGMS em arroz impõe um conhecimento profundo da

interação dos locos ou genes envolvidos na sua expressão. A detecção desses fatores genéticos é
grandemente limitada quando são utilizados métodos tradicionais de melhoramento de plantas.

Entretanto,  a  disponibilidade  de  estratégias  genômicas  e  técnicas  moleculares  tem  permitido
clarificar  os mecanismos reguladores de muitas características agronomicamente importantes  e

influenciadas pelo ambiente. A associação entre a expressão dessas características e os fatores
genéticos,  envolvidos  no  seu  controle,  tem  sido  possível  através  do  uso  de  marcadores

moleculares. A análise de diversidade genética com marcadores moleculares e a caracterização
fenotípica extensiva permitem a correção de distorções e uma melhor correlação entre fenótipo e

genótipo.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos gerais deste estudo são:
1. Avaliação das relações de vínculo genético entre acessos TGMS do Banco de Germoplasma e

acessos de arroz das subespécies indica e japonica;

2. Análise da freqüência alélica em locos microssatélites para a subespécie indica, e contraste com

dados da subespécie japonica;
3. Seleção de linhagens normal e TGMS e construção de um mapa genético intraespecífico de

arroz baseado em marcadores microssatélites;
4. Mapeamento e análise de QTLs para macho-esterilidade termo-sensível  em arroz;

Os objetivos específicos são:

1. Genotipagem automática de uma coleção de germoplasma que inclui acessos TGMS utilizando
painéis múltiplos de marcadores microssatélites;

2. Análise de distância genética entre acessos do Banco de Germoplasma de Arroz;
3. Definição de  coleção nuclear  com base em dados de distância  genética para  a  subespécie

indica;
4. Desenvolvimento  de  populações  segregantes  para  a  característica  TGMS  através  de  um

cruzamento intra-específico de linhagens Oryza sativa ssp indica (normal) x O. sativa ssp indica

(TGMS), selecionadas com base em dados de distância genética;

5. Desenvolvimento mapa genético utilizando marcadores moleculares microssatélites;
6. Mapeamento de QTLs que controlam marcho-esterilidade gênica termo-sensível  (TGMS) em

arroz.



3. FLUXOGRAMA 
 

4. RESULTADOS
4.1.  CAPÍTULO  1  –  ESTRUTURA  GENÉTICA  DE  AMOSTRAS  DE  UM  BANCO  DE
GERMOPLASMA DE ARROZ

4.1.1. Resumo

A análise de vínculo genético em espécies cultivadas é um componente importante dos

programas de melhoramento de plantas, fornecendo informação acerca da diversidade genética
existente e facilitando a amostragem estratificada dos acessos a serem utilizados em programas

de melhoramento. A avaliação exata dos níveis e padrões de diversidade genética possui grande
valor  para  o  melhoramento  de  plantas  pelas  diversas  aplicações  que  o  seu  conhecimento

proporciona,  tais  como  a  análise  da  variabilidade  genética  em  cultivares,  maximização  da
variabilidade  genética  em  programas  de  seleção  baseada  na  identificação  de  combinações

parentais apropriadas ao desenvolvimento de progênies segregantes e introgressão de genes de
germoplasma diverso em coleções de trabalho.

A análise de diversidade genética facilita a classificação correta de acessos, bem como a

obtenção  de  coleção  nuclear  representativa  da  variabilidade  genética  do  banco.  As  grandes
coleções dos bancos de germoplasma são frequentemente pouco caracterizadas, tornando difícil o

seu  acesso  e  exploração  por  parte  dos  melhoristas  de  plantas.   Por  meio  da  tecnologia  de
marcadores  moleculares,  a  diversidade  genética  pode  ser  sistematicamente  avaliada  nessas

coleções. Tal informação pode, então, ser usada para o estabelecimento de coleções nucleares,
subgrupos  das  coleções  maiores  que  contêm  um número  limitado  de  acessos  que  capturam

grande parte da variabilidade genética presente na coleção inteira.

Neste estudo, três painéis de marcadores microssatélites (painéis multiplex) constituídos
por marcados marcados com fluorocromos foram utilizados para a genotipagem semi-automática
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em seqüenciador de DNA de 298 acessos de arroz, em parte coletados em diferentes áreas do
Brasil e conservados no banco de germoplasma. Dezesseis locos marcadores distribuídos por todo

o genoma de arroz foram genotipados utilizando os painéis multiplex e os dados utilizados para o
cálculo  de  distâncias  genéticas  entre  os  acessos.  Um  dendrograma  baseado  no  método  de

Neighbour-Joining foi utilizado como modelo para definição de agrupamentos e para a inferência
de possível estruturação genética da coleção de germoplasma. A análise das relações genéticas

desses acessos sugere uma correlação não significativa entre os agrupamentos baseados nos
dados de distância genética e de diferenciação das subpopulações baseadas no método Cadeia

de Markov e Monte Carlo (MCMC). As estimativas da estatística F de Wright revelaram um alto
valor do coeficiente de endogamia (Fis) e um índice de fixação geral (Fis) relativamente alto, mas

somente níveis moderados de diferenciação genética (Fst) das subpopulações definidas de acordo
com  o  modelo  de  agrupamento  de  distância  genética. Uma  coleção  nuclear  baseado  nas

estimativas de distância genética par-a-par e na riqueza alélica da coleção foi obtida com sucesso,
caracterizada  por possuir  um subgrupo de acessos representando somente 16,66% de toda a

coleção  enquanto  mantém  81,31%  da  riqueza  alélica  detectada.  Níveis  moderados  de
diferenciação genética foram também observados na coleção nuclear. A caracterização molecular

em  escala  possibilita  a  análise  rápida  e  eficiente  de  coleções  inteiras  de  germoplasma,
proporcionando  a  definição de coleções  nucleares e  a possibilidade de incremento  do uso do

germoplasma  conservado  nas  coleções  de  germoplasma  de  arroz  nos  programas  de
melhoramento.

Palavras-chave: microssatélites; diversidade genética; coleção nuclear; genotipagem múltipla.

4.1.2. Introdução

Avaliação correta dos níveis e padrões de diversidade genética pode ser inestimável em

melhoramento  de  plantas  devido  a  aplicações  diversas,  incluindo  (i)  análise  de  variabilidade
genética em cultivares (Smith, 1984; Cox et al., 1986), (ii)  maximização da variabilidade genética

em programas de seleção  baseada  na identificação  de combinações parentais  apropriadas  ao
desenvolvimento  de  progênies  segregantes (Barrett  &  Kidwell,  1998),  e  (iii)  e  introgressão  de

genes de germoplasma diverso em coleções de trabalho (Brondani et al., 2002). O entendimento
das  relações  genéticas  entre  acessos  pode  ser  particularmente  útil  no  planejamento  de

cruzamentos,  na  inclusão  de  linhagens  em  grupos  heteróticos  específicos,  na  definição  de



linhagens parentais a serem utilizadas no desenvolvimento de novas populações recombinantes ou
para  permitir  a  utilização  do  germoplasma  em  programas  de  melhoramento  (Ferreira  &

Grattapaglia, 1998).

O  estudo  da  estrutura  genética  de  populações  de  plantas  é  fundamental  para  a
compreensão da sua ecologia e forças evolucionárias que as afetam (Hartl, 1987). Porquanto a

estruturação  genética  reflete  o  histórico  dos  alelos  trocado  entre  populações,  ela  tem grande
conseqüência  na  composição  genética  dos  indivíduos.  Estimativas  corretas  de  diferenciação

genética  são  cruciais  para  a  biologia  da  conservação,  onde  é  muitas  vezes  necessário
compreender se as populações estão geneticamente isoladas. No caso dos recursos genéticos, o

conhecimento  da  estrutura  genética  dos  acessos  depositados  nos  bancos  de  germoplasma é
essencial  para  a  seleção  daqueles  que  serão  úteis  para  os  diferentes  propósitos  genéticos  e

melhorísticos, potencializando assim o seu uso.

A análise da estrutura genética das populações ou grupos de acessos tem sido baseada
em princípios subjacentes à estatística F de Wright (Wright, 1978; Weir & Cockerham, 1984).  Os

parâmetros da estatística F hierárquica são utilizados para medir a extensão de endogamia dentro
das subpopulações (Fis), a extensão da diferenciação genética entre as subpopulações (Fst) e a

redução média em heterozigosidade de um indivíduo em relação a toda população (Fit). Enquanto
que esta metodologia tem sido muito utilizada na análise de populações naturais, sua aplicação na

análise de bancos de germoplasma tem sido limitada. 

O estudo da diversidade  genética  das coleções  de germoplasma,  em paralelo  com as
estimativas  de  diferenciação  genética,  pode  facilitar  a  classificação  correta  dos  acessos,  o

estabelecimento  de  relações  genéticas  par-a-par  e  de  grupo,  a  seleção  de  amostras
representativas  que capturem a diversidade  genética  da coleção  e  a  detecção de padrões  de

diferenciação em toda a coleção bem como nas amostras retiradas. O polimorfismo de DNA pode
ser muito útil  na definição de um grupo de acessos (coleção nuclear) que pode geneticamente

representar  a  grande  coleção  de  germoplasma do  qual  ela  é  originada.  Uma coleção  nuclear
representa um subgrupo derivado de uma coleção inteira que é composta de um pequeno número

de acessos que juntos devem representar o máximo possível da diversidade genética existente em
toda a coleção (Frankel & Brown, 1984).  
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A  análise  genética  molecular,  baseada  no  polimorfismo  de  DNA  detectado  em  locos
marcadores tem sido útil  na análise de diversidade genética das coleções de germoplasma. Os

microssatélites ou repetições de seqüências simples (Weber & May, 1989; Litt & Luty, 1989; Tautz,
1989) são marcadores moleculares codominantes muito úteis, bem conhecidos pelo seu usual alto

conteúdo  de  informação  (Ferreira  &  Grattapaglia,  1998).    Mais  de  6.000  marcadores
microssatélites  foram  desenvolvidos  para  a  pesquisa  em  arroz,  proporcionando  uma  grande

oportunidade  de aplicação  em diferentes  estudos  genéticos  e  nos  esforços  de  melhoramento.
Marcadores microssatélites têm sido utilizados para exploração do genoma do arroz em temas tais

como mapeamento genético  de características  economicamente importantes  (Yamamoto et  al.,
1998;  Brondani  et  al.,  2002;  Zhang  et  al.,  2001;  Sasaki  et  al.,  2002),  estudos  de  populações

(Barbier 1989b; Gao et al., 2000a, b; Gao et al., 2001), análise de germoplasma (Glaszmann 1987;
Ni et al.,  2002; Parsons et al.  1999; Garris et al., 2003; Gao et al., 2000a, b; Gao et al., 2001) e

avaliação do nível e estrutura de diversidade genética em cultivares de interesse e em populações
naturais de O. sativa e outros parentes silvestres (Olufowote et al., 1997; Yang et al., 1994; Beló,

2001; Gao et al., 2000a, b; Gao  et al., 2002; Ni  et al., 2002; Garris et al., 2003, 2005).  A PCR
combinada  de  múltiplos  marcadores  numa  única  reação  baseada  em painéis  de  marcadores

marcados  com  fluorescência  aumenta  grandemente  a  capacidade  de  genotipagem  semi-
automática de um grande número de acessos, tais como aqueles conservados em coleções de

germoplasma.  Esta  estratégia  tem  sido  confirmada  como  rápida  e  altamente  informativa  na
caracterização de recursos genéticos de arroz (Beló, 2001; Pessoa Filho, 2004). 

Neste estudo, três painéis combinando dezesseis marcadores microssatélites marcados

com  fluorescência  foram  usados  para  a  genotipagem  semi-automática  de  uma  coleção  de
germoplasma  e  para  a  análise  de  sua  estrutura  genética.  Estimativas  par-a-par  de  distância

genética e parâmetros de diversidade genética foram usados para o estabelecimento de relações
genéticas entre os acessos. Os modelos de estruturação de populações baseados nas relações

genéticas  foram então  testadas  com estimativas  do  da  estatística  F.  Uma  coleção  nuclear  foi
extraída a partir da coleção inteira baseada nos dados de distância genética e nas estimativas de

riqueza alélica. A diferenciação genética foi então avaliada na coleção nuclear. 

4.1.3. Material e Métodos

4.1.3.1. Material Biológico e Extração de DNA



Uma amostra de 298 acessos de arroz (Tabela 1), na sua maioria composta de variedades

tradicionais  coletadas  em território  brasileiro,  foi  avaliada  neste  estudo.   Esta  amostra  incluiu
também nove  linhagens  que  apresentam a  característica  de  macho-esterilidade  gênica  termo-

sensível  (TGMS)  (TGMS70977_12,  TGMS70977_26,  TGMS68940,  TGMS70987,  TGMS68935,
TGMS71018, TGMS70989, TGMS68944 e TGMS68945) e várias variedades de arroz comumente

utilizadas em programas de melhoramento. Os acessos de  indica IRGA 417 (ARR1) e IRGA422
(ARR3) foram utilizados em todos os géis de análise de tamanho dos fragmentos para controlar a

variação de amplitude alélica entre cada corrida de eletroforese. 

Cerca de 150 mg de folhas de pelo menos 10 indivíduos de cada acesso foram utilizadas

para a extração de DNA baseada no protocolo CTAB (Ferreira & Grattapaglia, 1998). As folhas
foram secas em tubos de eppendorf de 1,5 ml utilizando nitrogênio líquido e maceradas dentro dos

tubos,  seguida  da adição  de 700  uL  de tampão  de  extração  pré-aquecido  (2% acetyldimethyl
tiethylammonium bromide – CTAB,  1.4  M NaCl,  20  mM EDTA,  100 mM Tris-HCL pH=8.0,  1%

polyvinylpyrrolidone,  0.2% 2-mercaptoethanol).  A solução  foi  incubada por  40  min a  60°C com
agitação ocasional. Então, 600 uL de clorofórmio: álcool isoamílico (24:1) foi adicionado em cada

amostra, seguida de centrifugação a 12.000 rpm durante 10 min. A fase aquosa foi transferida para
um novo tubo, e o DNA foi precipitado com 0.6 volumes de isopropanol frio. Uma centrifugação a

7.500 rpm durante 5 min possibilitou a obtenção do “pellet” de DNA e o descarte do sobrenadante.
O “pellet” foi lavado num processo de duas etapas utilizando 1 mL etanol frio a 70% frio e etanol a

100% e secado numa centrífuga à vácuo (Centrivap Concentrator - LABCONGO) durante 10 min.
O “pellet” foi então eluído com 5 uL de tampão TE (10mM Tris-HCl, ph=8.0, 1 mM EDTA) contendo

RNAse (10 ug/mL) e colocado a 37°C durante 120 min para digestão com RNA. A concentração de
DNA foi estimada em eletroforese de gel de agarose 1% utilizando 10 ng de λ DNA (GibcoBRL)

como padrão. O DNA foi diluído em tampão TE para a concentração final de 3ng/ul.

 

Tabela 6 – Acessos de arroz do Banco de Germoplasma de Arroz (Embrapa, Brasil) utilizadas na
análise.

#
#GEL

# BANCO
GERMOPLASMA NOME COMUN

ANO DE
COLETA FONTE

1 AC1480 CA880070 3 MESES BRANCO - CNPAF
2 571_AL CA960010 90 DIAS 2000 AL
3 298_RO CA830032 A.BOLINHA/CATETINHO 1984 RO
4 A1729B - A1729B - CNPAF
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5 A1744B - A1744B - CNPAF
6 A1802C - A1802C - -
7 A1809B - A1809B - -
8 A1860B - A1860B - -
9 AC1802b - AC1802b - -

10 ACC5 CA780002 AGULHA (1) - CNPAF
11 ACC310 CA790064 AGULHA (2) - CNPAF
12 ACC516 CA790300 AGULHA (2A) - CNPAF
13 AC1012 CA830126 AGULHA (3) - CNPAF
14 538_MT CA880075 AGULHA DA TERRA 1989 MT
15 107_CE CA780283 AGULHA DOURADO 1983 CE
16 ACC222 CA780342 AGULHINHA - CNPAF
17 ACC543 CA790326 AGULHINHA - CNPAF
18 AC878 CA820073 AGULHINHA (6) - CNPAF
19 AC235 CA780366 AGULHINHA (8) - CNPAF
20 482_MG CA870120 AGULHINHA BRANCO 2000 MG
21 AC1257 CA860048 AGULHINHA-DO-BREJO - CNPAF
22 AC1928 BAG 94 AKITAKOMACHI - EPAGRI
23 AC1193 CA850050 AMARELAO - CNPAF
24 AC205 CA780313 AMARELAO PRECOCE - CNPAF
25 573_AL CA960017 AMARELINHO 2000 AL
26 576_AL CA960029 ANÃO 2000 AL
27 AC202 CA780313 ANAO (5) - CNPAF
28 ACC105 CA780134 ANAO (8) - CNPAF
29 AC189 CA780285 ANAO-DO-FIM - CNPAF
30 577_AL CA960030 ANAOZINHO 2000 AL
31 - - ARR1 - CNPAF
32 - - ARR3 - CNPAF
33 AC1420 CA870158 ARROZ 4 MESES - CNPAF
34 AC1426 CA870168 ARROZ 51 - CNPAF
35 AC1439 CA870191 ARROZ 9 ANOS - CNPAF
36 AC913 CA830002 ARROZ AMARELO - CNPAF
37 294_SC CA830003 ARROZ AMARELO E BRANCO 1984 SC
38 549_MG CA890001 ARROZ ANÃO 2000 MG
39 277_ES CA810039 ARROZ BARRIGA BRANCA 1997 ES
40 491_GO CA870153 ARROZ DA TERRA 1999 GO
41 51_MA CA780157 ARROZ DE DEUS OU ARROZ JUDIANO 1983 MA
42 377_MS CA850023 ARROZ DE MAIO 2000 MS
43 CC802A CA810060 ARROZ MINEIRO - CNPAF
44 433_GO CA870007 ARROZ PELUDO 1996 GO
45 689_GO CNA0005564 ARROZ PIAUI 2000 GO
46 AC1809 GEN 1239 ARROZ PRETO - CNPAF
47 AC1218 CA860003 ARROZ PRETO (4) - CNPAF
48 493_MG CA870162 ARROZ TRÊS MESES 1999 GO
49 AC1971 PB08 ARROZ VERMELHO - CPAMN
50 AC1964 PB01 ARROZ VERMELHO (1) - CPAMN
51 AC1965 PB02 ARROZ VERMELHO (2) - CPAMN
52 AC1969 PB06 ARROZ VERMELHO (3) - CPAMN
53 AC263 CA790003 ARROZ VERMELHO (5) - CNPAF



54 AC1967 PB04 ARROZ VERMELHO (7) - CPAMN
55 AC1974 PB11 ARROZ VERMELHO (8) - CPAMN
56 AC1975 PI01 ARROZ VERMELHO (9) - CPAMN
57 AC1968 PB05 ARROZVERMELHO (6) - CPAMN
58 AC1976 PE01 ARROZVERMELHO4 - CPAMN
59 ACC338 CA790098 BACABA - CNPAF
60 257_MG CA800128 BARRIGA BRANCA 1994 MG
61 A1722a - BASMATI 370 - CNPAF
62 BG902 - BG90-2 - CNPAF
63 AC1409 CA870142 BICO GANGA - CNPAF
64 AC1811 RG033 BILLCLINTON - IRGA
65 AC1813 RG037 BLUE BONNET 50 - IRGA
66 AC1812 RG036 BLUEBELLE - IRGA
67 AC1813 RG037 BLUEBONNET 502 - IRGA
68 46_MA CA780148 BRANCO PRECOCE 1983 MA
69 AC1345 CA870040 BRANCO-DE-BREJO - CNPAF
70 ACC250 CA780391 BRANQUINHO - CNPAF
71 ACC17 CA780017 BRANQUINHO 90 DIAS - CNPAF
72 662_CLB CNA0004482 BRASILEIRO 1983 CLB
73 BRIRGA - BR-IRGA409 - CNPAF
74 AC1814 RG047 BRS-BOJURU - IRGA
75 ACC403 CA790168 BURITI - CNPAF
76 62_RS CA780180 CACHINBO DO SECO 1983 RS
77 AC1816 RG053 CACHINHO - IRGA
78 59_RS CA780171 CACHINHO 1983 RS
79 625_BZL CNA0000982 CALORO 2000 BZL
80 AC1817 RG055 CALORO 7985 - IRGA
81 615_RS CNA0000777 CALOURO 2000 RS
82 574_AL CA960020 CANARINHO 2000 AL
83 AC1436 CA870186 CANAROXA - CNPAF
84 318_RO CA830125 CANELA CURTA / PINRABNAO 1984 RO
85 ACAC73 CA780091 CANELA-DE-ACO - CNPAF
86 ACC78 CA780099 CANELA-DE-FERRO - CNPAF
87 ACC577 CA790376 CANELA-DE-FERRO (6) - CNPAF
88 670_CLB CNA0004573 CANILLA 1983 CLB
89 673_CLB CNA0004600 CANUTO 1983 CLB
90 AC1818 RG057 CAPI-93 - IRGA
91 AC48 CA780063 CAQUI - CNPAF
92 554_PB CA910002 CAQUI 1996 PB
93 AC1819 RG059 CARNAROLI - IRGA
94 AC208 CA780319 CAROLINA (1) - CNPAF
95 AC462 CA790237 CAROLINA (2) - CNPAF
96 569_AL CA960006 CAROLINA BRANCO 2000 AL
97 695_GO CNA0006548 CATALAO 101 1994 GO
98 44_MA CA780139 CATARINA 1983 MA
99 ACC449 CA790222 CATETO - CNPAF

100 575_AL CA960027 CHATINHO 2000 AL
101 668_CLB CNA0004546 CHATO RAYADO 1983 CLB
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102 AC1168 CA850015 CHIFRE-DE-VEADO - CNPAF
103 666_CLB CNA0004503 CHILENO 1983 CLB
104 ACC87 CA780109 CHILILICA - CNPAF
105 AC1820 RG061 CHINSEIASAHI - IRGA
106 AC1806 GEN 1236 CHIQUINHO - CNPAF
107 CICA 8 - CICA8 - CNPAF
108 AC1822 RG068 CINIA 900 - IRGA
109 AC1823 RG069 CINIA 937 - IRGA
110 AC1734 - CIWINI - CNPAF
111 AC719 CA800146 COME-CRU - CNPAF
112 ACC295 CA790044 COMECRU (13) - CNPAF
113 AC55 CA780071 COMUM - CNPAF
114 AC67 CA780084 CUTIAO BRANCO - CNPAF
115 ACC307 CA790061 CUTIAO VERMELHO - CNPAF
116 AC79 CA780101 DEABRIL (1) - CNPAF
117 AC627 CA800028 DEABRIL (2) - CNPAF
118 AC1824 RG225 DELLA - IRGA
119 AC1424 CA870166 DESCONHECIDO - CNPAF
120 AC1040 CA840032 DESCONHECIDO (4) - CNPAF
121 AC1890 RG640 DESCONHECIDO12 (OKAMINORI 2) - IRGA
122 AC1825 RG226 DIAMANTE - IRGA
123 AC1729 - Diamante - CNPAF
124 AC1826 RG227 DIAMANTE 1078 - IRGA
125 AC1827 RG229 DOBLE CAROLINA - IRGA
126 270_ES CA810016 DOIDÃO 1998 ES
127 669_CLB CNA0004560 DONATO 1983 CLB
128 AC59 CA780075 DOURADINHO - CNPAF
129 AC1828 RG230 DREW - IRGA
130 AC1829 RG231 DULAR 22169-76 - IRGA
131 AC1830 RG232 DULAR CNA1010 - IRGA
132 AC1536 CA950029 EC1 - CNPAF
133 AC1831 RG233 EEA201 - IRGA
134 AC1832 RG234 EEA301 - IRGA
135 AC1833 RG235 EEA304 - IRGA
136 AC1834 RG236 EEA401LC - IRGA
137 AC1835 RG237 EEA404 - IRGA
138 AC1836 RG238 EEA405 - IRGA
139 AC1837 RG239 EEA406 - IRGA
140 AC1838 RG240 EEA406 (MBL) - IRGA
141 AC1839 RG243 ELONI - IRGA
142 A1580a CA980002 EMGOPINHA - CNPAF
143 21_AL CA780055 ESAV-36 1994 AL
144 AC1555 CA960024 ESAVE - CNPAF
145 AC1840 RG249 EUROSE - IRGA
146 F1 - F1 - CNPAF
147 AC1841 RG250 FANNY21501-24 - IRGA
148 AC1842 RG251 FANNY22193- - IRGA
149 AC1512 CA940007 FARROUPILHA - CNPAF
150 AC1843 RG253 FARROUPILHA10 - IRGA



151 AC1379 CA870097 FERRAO PRETO - CNPAF
152 AC1370 CA870086 FERRAO PRETO (3M) - CNPAF
153 AC1330 CA870021 FERRUJAO - CNPAF
154 AC1844 RG270 FRANCES - IRGA
155 ACC130 CA780176 FRONTEIRA - CNPAF
156 AC1845 RG271 FUKU60         - IRGA
157 AC1846 RG272 FUKUBOZU - IRGA
158 99_CE CA780266 GAVIAO 1983 CE
159 AC1318 CA860138 GUAIRA - CNPAF
160 AC1116 CA840131 GUAIRA (4) - CNPAF
161 AC1343 CA870042 GUAIRA BRANCO - CNPAF
162 AC21 CA780022 GUAPINHA - CNPAF
163 AC1847 RG280 GULFMONT - IRGA
164 AC1847 RG280 GULFMONT (2) - IRGA
165 ACC41 - HIBRIDO - -
166 268_ES CA810003 HÍBRIDO 1997 ES
167 AC616 CA800013 HIBRIDO (6) - CNPAF
168 AC1850 RG287 HINOHIKARI - IRGA
169 AC665 CA800071 HONDURAS - CNPAF
170 AC1738 - HUAN-SEM-GO - CNPAF
171 ACC355 CA790117 IAC - CNPAF
172 AC1769 - IAC 202 - CNPAF
173 AC1768 - IAC1246 - CNPAF
174 AC1768 - IAC165 - CNPAF
175 AC1851 RG291 IACUBA18 - IRGA
176 AC1852 RG292 IACUBA19 - IRGA
177 AC1853 RG293 IACUBA20 - IRGA
178 AC1855 RG295 ICTAQUIRIGUA - IRGA
179 AC31 CA780036 IGUAPE - CNPAF
180 AC1849 RG296 ILLABONG - IRGA
181 AC1859 RG300 INIA P10 - IRGA
182 AC1860 RG301 INIA P11 - IRGA
183 AC1856 RG297 INIACUARÓ - IRGA
184 AC1857 RG298 INIATACUARI - IRGA
185 AC1723 - IR36 - CNPAF
186 IR50 - IR50 - CNPAF
187 163_RS CA780409 ITAQUI 1994 RS
188 AC1862 RG588 JACKSON - IRGA
189 274_ES CA810030 JAGUARÃO OU TAQUARÃO 2000 ES
190 AC196 CA780296 JAPONES - CNPAF
191 ACC126 CA780169 JAPONES CLARO - CNPAF
192 AC700 CA800122 JAPONES-DA-VARZEA - CNPAF
193 578_AL CA960033 JAQUARI 2000 AL
194 685_GO CNA0004799 JARAGUA 1983 GO
195 AC1865 RG592 JEFFERSON - IRGA
196 AC1805 GEN 1235 JOÃO PACU - CNPAF
197 AC1866 RG593 JODON - IRGA
198 AC1867 RG594 JUMA 62 - IRGA
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199 AC1867 RG594 JUMA624 - IRGA
200 AC1858 RG595 K39-96-1-1-1-2 - IRGA
201 AC1868 RG596 KAMEJI - IRGA
202 AC1869 RG597 KANTO 51 - IRGA
203 AC1872 RG601 KULINAR(GM) - IRGA
204 ACC285 CA790031 L.CORADIM (1484) - CNPAF
205 ACC350 CA790110 L.CORADIN (1560) - CNPAF
206 ACC553 CA790332 LAGEADO (1) - CNPAF
207 ACC850 CA820041 LAGEADO (2) - CNPAF
208 AC1038 CA840029 LAGEADO (3) - CNPAF
209 AC1135 CA840158 LAGEADO (4) - CNPAF
210 AC251 CA780392 LAGEADO (51) - CNPAF
211 AC366 CA790128 LAGEADO (62) - CNPAF
212 334_PI CA840042 LAGEADO LIGÍTIMO 1996 PI
213 AC1876 RG609 LAGRUE - IRGA
214 AC1878 RG612 LEBONNET - IRGA
215 AC1484 CA880078 LEVANTA TESTA - CNPAF
216 345_PI CA840069 LIGEIRINHO DESCONHECIDO 1985 PI
217 674_CLB CNA0004601 LIGERITO 1983 CLB
218 324_PI CA840022 MACABA MIUDO 1985 PI
219 ACC614 CA800011 MACARICO - CNPAF
220 ACC86 CA780108 MAIO - CNPAF
221 ACC210 CA780321 MANGOTE - CNPAF
222 AC63 CA780079 MARANHAO - CNPAF
223 234_MG CA800041 MARELINHO/PAGA DÍVIDA 1994 MG
224 METI1B - METICA - CNPAF
225 AC1884 RG625 MIARA - IRGA
226 AC1743 - MINAMIHATAMOCHI - CNPAF
227 579_AL CA960036 MINEIRO 2000 AL
228 683_FLP CNA0004763 MIRITI 1983 FLP
229 AC1453 CA880025 MISTURA - CNPAF
230 AC1929 BAG 98 MOCHIGOME - EPAGRI
231 ACC253 CA780396 MOGI - CNPAF
232 AC1885 RG626 MOLO - IRGA
233 AC1009 CA830122 MONTANHA - CNPAF
234 110_CE CA780288 MOURIN AGULHA 1983 CE
235 55_MA CA780166 MULATINHO 1983 MA
236 235_MG CA800049 MUNDICERA 2000 MG
237 255_MG CA800214 NANICO 1994 MG
238 AC1886 RG633 NIPPONBARE - IRGA
239 AC1742 - NOURINMOCHI - CNPAF
240 AC1888 RG638 NP125 - IRGA
241 AC1889 RG639 OBANASAWA (6) - IRGA
242 AC197 CA780297 OITENTAO - CNPAF
243 AC1891 RG641 OKAMINORI (3) - IRGA
244 AC1892 RG642 OOTORI - IRGA
245 AC1752 - Oryzica1 - CNPAF
246 AC1893 RG650 OU188 - IRGA
247 AC628 CA800029 PAGA DIVIDA (L.HIPOTECA) - CNPAF



248 AC427 CA790196 PALHA MURCHA - CNPAF
249 AC626 CA800027 PANCHOLINA - CNPAF
250 AC1506 CA930003 PARAZINHO PALHA - CNPAF
251 AC879 CA820074 PAULISTA - CNPAF
252 47_MA CA780143 PIRRACA 1983 MA
253 AC1898 RG669 PUNTAL(ÉFFEM) - IRGA
254 AC1902 RG678 QUILLA166002 - IRGA
255 680_CLB CNA0004637 RABO DE YEGUA 1983 CLB
256 AC372 CA790134 RABO-DE-BURRO - CNPAF
257 ACC83 CA780105 RECHORO - CNPAF
258 ACC129 CA780175 REETZ - CNPAF
259 AC1137 CA840160 REXORO - CNPAF
260 AC1905 RG682 RIKUTONORIN (11) - IRGA
261 AC1906 RG683 RIKUTOSHINRIKI - IRGA
262 AC1923 BAG 54 ROXO - EPAGRI
263 661_FLP CNA0004319 SALUMPIKIT 1983 FLP
264 ACC99 CA780125 SANTA CATARINA - CNPAF
265 228_MG CA800001 SANTA CATARINA 2000 MG
266 AC1907 RG691 SAN-YANG-AI (1) - IRGA
267 158_BA CA780397 SAQUAREMA 1984 BA
268 AC1034 CA840018 SAQUAREMA (6) - CNPAF
269 AC1810 GEN 1240 SEUANTONIO - CNPAF
270 AC1910 RG700 SINALOAA80 - IRGA
271 AC1912 RG717 TA-POO-CHO-Z - IRGA
272 40_MA CA780128 TAQUARAO 1983 MA
273 AC1913 RG718 TASHIMINORI - IRGA
274 AC1916 RG721 TEXMONT - IRGA
275 - - TGMS68935 - CNPAF
276 - - TGMS68940 - CNPAF
277 - - TGMS68944 - CNPAF
278 TGMS68945 - TGMS68945 - CNPAF
279 - - TGMS70977_12 - CNPAF
280 - - TGMS70977_26 - CNPAF
281 - - TGMS70987 - CNPAF
282 - - TGMS70989 - CNPAF
283 - - TGMS71018 - CNPAF
284 AC1808 GEN 1238 TIRIRICA (11) - CNPAF
285 ACC81 CA780103 TIRIRICA (13) - CNPAF
286 AC1744 - TomoeMochi - CNPAF
287 AC54 CA780070 TORO - CNPAF
288 24_PB CA780061 TRES POTES 1983 PB
289 43_MA CA780136 VASSOURINHA 1983 MA
290 236_MG CA800050 VENES BRANCO 1994 MG
291 39_MA CA780127 VENEZ ROXO 1983 MA
292 AC1566 CA960041 VERMELHAÇÃO - CNPAF
293 AC1580 CA980001 VERMELHO - CNPAF
294 AC1918 RG730 XIANGJING834 - IRGA
295 ACC365 CA790127 ZEBU - CNPAF

62



296 AC1919 RG734 ZENITH - IRGA
297 AC1861 RG736 ZHAOTONMAXAIGU - IRGA
298 AC1920 RG737 ZHEN-GUI-AI-1 - IRGA

4.1.3.2. Genotipagem utilizando marcadores fluorescentes

Três painéis múltiplos compostos de dezesseis marcadores microssatélites marcados com
fluorocromos, desenvolvidos por Bélo (2000) e Pessoa Filho (2004), foram utilizados neste estudo

(Tabela  2).  Amplificações  simultâneas  por  PCR  foram realizadas  num volume  final  de  15  uL
contendo 6 ng de DNA genômico, 0.4 mM de cada dNTP, 0.2% ug/uL BSA, 3 mM MgCl2, e 2 U

Taq DNA Polimerase (Phoneutria-Brazil). Para o Painel múltiplo A, composto de 5 marcadores, as
concentrações dos “primers” foram 0.2 uM (OS19 e RM248) e 0,13 uM (RM252, RM224 e OG44);

para o Painel múltiplo B, composto de 6 marcadores, as concentrações dos “primers” foram 0.13
uM (OG101, OG05 e OG81), 0.2 uM (OG106), 0.23 uM (OG61) e 0.1 uM (RM263); e para o Painel

C, composto de 5 marcadores, as concentrações dos “primers” foram 0.13 uM (RM335, RM420,
RM418,  RM259 e RM475).  As reações foram realizadas  em um termociclador  GeneAmp 9600

(Perkin-Elmer) utilizando o seguinte programa de amplificação: (i) um “hot start” de 94°C durante 5
min, (ii) 30 ciclos de amplificação distribuídos em 1 min a 94°C, 1 min a 52°C, 2 min a 72°C, e (iii)

uma etapa de extensão final de 7 min a 72°C.  Uma alíquota de 5 uL de produto amplificado foi
misturada com 3 uL de tampão de carregamento (98% formamida, 10 mM EDTA-blue dextran) e

2uL  de  um  padrão  de  tamanho  conhecido  (Brondani  &  Grattapaglia,  2001),  seguido  de
desnaturação a 95°C durante 5 min. Um total  de 1,5 uL da amostra foi  carregado em géis de

poliacrilamida  “Long  Ranger”  a  4% em tampão TBE 1X TBE durante  2.5  horas  com potência
constante de 30W num seqüenciador automático de DNA ABI Prism 377 (Applied Biosystems).



Tabela 7 –  Marcadores microssatélites marcados com fluorescência utilizados nos três painéis
múltiplos. 

PAINEL LOCO FLUOROCROMO COR VARIAÇÃO DE
TAMANHO

ESPERADA*

CROMOSSOMO MOTIF

A RM252 TET Green 194-274 4q (ag)n

A RM224 TET Green 124-162 11q (aag)8(ag)13g
(ag)

A OG44 6-FAM Blue 152-172 3q (aag)8(ag)22(gt)
(gc)6

A RM248 6-FAM Blue 72-108 7q (ag)n

A OS19 HEX Yellow 174-198 6p (ag)n

B OG101 TET Green 95-161 2p (ag)n

B OG106 TET Green 178-254 9p (ag)n

B OG81 6-FAM Blue 71-89 1 (ag)n

B RM263 6-FAM Blue 147-195 2q (ag)n

B OG05 HEX Yellow 170-194 3p (ag)n

B OG61 HEX Yellow 96-154 5q (ag)n

C RM335 6-FAM Blue 104-156 4p (ctt)25

C RM420 6-FAM Blue 183-201 7q (aaat)7

C RM418 6-FAM Blue 253-311 7q (att)21

C RM259 NED Yellow 155-176 1p (ct)17

C RM475 NED Yellow 345-387 3q (attg)30
*tamanho esperado do alelo, em pares de bases, de acordo com Pessoa Filho (2004).

4.1.3.3. Análise dos dados

A determinação do tamanho dos fragmentos microssatélites foi realizada utilizando o programa

GeneScan  versão  3.1.2.  (Applied  Biosystems).  Os  tamanhos  dos  alelos  amplificados  foram
determinados utilizando o programa Genotyper versão 2.5.2 (Applied Biosystems) baseado nos

tamanhos  dos  fragmentos  padrão  internos  em  cada  pista  do  gel.  A  chamada  dos  alelos  foi
realizada  por  arredondamento  dos  valores  atribuídos  aos  genótipos  para  valores  próximos  do

número de pares de bases inteiro para resultar numa estimativa de par de bases para cada alelo
(ANEXO II). Como a maioria dos locos utilizados neste estudo possui repetições dinucleotídicas, o

processo de chamada resultou algumas vezes em valores intermediários para os alelos indicados.
Uma correção foi efetuada de tal forma que todos os valores seguem o tamanho esperado para
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locos com motivo dinucleotídeo. Para esse fim, o fragmento alélico mais freqüente de cada loco foi
considerado como referência para os valores esperados dos outros alelos no loco marcador. 

4.1.3.4. Análise de diversidade genética

As freqüências alélicas, o número total de alelos observados, a amplitude alélica por loco,
o número de alelos diferentes por loco, a diversidade genética observada (GDo) e a diversidade

genética esperada (GDe) foram calculadas utilizando o programa Cervus versão 2.0 (Marshal et
al., 1998).  As medidas de diversidade genética esperadas foram obtidas seguindo a estimativa

unbiased de Nei, que é uma reflexão da diversidade alélica e suas freqüências, com uma correção
para o número de indivíduos amostrados, dada pela fórmula [GDe]=(1-Σipi

2)(2n)/(2n-1), onde pi é a

freqüência do iesimo alelo para cada loco e  n o número de amostras analisadas (Nei, 1987). O
conteúdo  de  informação  polimórfica  (PIC)  foi  também  estimado  como  a  probabilidade  de  um

indivíduo ser informativo em relação à segregação dos seus alelos herdados (Botstein et al., 1980).
A  probabilidade  de  genótipos  idênticos,  definido  como  PI=  Σ pi4 +  Σ (2pipj)2  foi  inicialmente

estimada para cada loco selecionado, e depois, para todos os dezesseis locos (Sefc et al., 1999).

As  distâncias  genéticas  entre  os  acessos  de  arroz  baseadas  no  polimofismo  dos
mercadores  microssatélites  foram  estimados  pelo  método  “Shared  Allele  Distance”  em

comparações par-a-par. As estimativas foram baseadas na soma da proporção de alelos comuns
entre dois acessos examinados em cada loco dividida pelo dobro do número de locos testados

(Bowcock et al., 1994; Goldstein et al., 1995).  A matriz diagonal de distância genética foi calculada
utilizando  o  parâmetro [(-ln(Ps)]  da  Calculadora  de  Distância  Genética

(http://www2.biology.ualberta.ca/jbrzusto/sharedst.php).   A matriz diagonal foi então submetida a
análise de agrupamento utilizando o Método de Neighbour-Joining (Saitou & Nei, 1987) realizado

pelo  programa  NTSYSpc versão 2.10 (Rohlf,  1998).  Gráficos de plotagem bi-  e tri-dimensional
foram obtidos utilizando os procedimentos Dcenter e Eigen no NTSYSpc (Rohlf, 1998) para melhor

visualizar a distribuição dos acessos. 

4.1.3.5. Análise de estrutura genética da coleção de germoplasma 

Coma finalidade de analisar a estrutura genética da coleção de germoplasma, os principais
agrupamentos  de  acessos  definidos  pela  análise  de  distância  genética  foram avaliados  como

subpopulações.   As estimativas foram calculadas utilizando a  metodologia  de  bootstrapping do



programa GENETIX versão 4.05 (Belkhir, 2001). Os parâmetros estatísticos, que se seguem, foram
calculados (Weir & Cockerham, 1984): o coeficiente de endogamia (FIS) foi calculado por FIS=(HS-

HI)/HS  e utilizado para estimar a redução mínima em heterozigosidade de um indivíduo devido ao
cruzamento aleatório dentro da população. O índice de fixação foi calculado por FST=(HT—HS)/HT e

utilizado  para  estimar  a  extensão  da  diferenciação  genética  entres  as  subpopulações
(agrupamentos).  O índice de fixação geral  (FIT)  foi  calculado por FIT=(HT-HI)/HT e  utilizado para

estimar  a  redução  média  de  heterozigosidade  de  um indivíduo  em relação  à  população  total
(coleção de germoplasma).  Os acessos da coleção foram subdivididos de acordo aos resultados

da análise de Neighbour-Joining: (a) dois agrupamentos principais e (b) nove agrupamentos. 

A estrutura  genética  da coleção de germoplasma foi  também analisada pelo  programa
STRUCTURE versão 2.1 (Pritchard et al., 2000a), com base em um modelo a priori de estruturação

genética e um modelo a priori não definido.  O programa permite a determinação do coeficiente de
ancestralidade (Q) e divergência genética (FST) através do método de Cadeia de Markov e Monte

Carlo (MCMC).  É um programa baseado em modelos de estruturação que permite a comparação
entre estruturação populacional determinada a priori pelo usuário com base em dados previamente

disponíveis (ex. análise de agrupamento) com modelos de estruturação que incluem um número
não definido de subpopulações. A análise de estruturação foi estabelecida para modelos mistos de

ancestralidade,  freqüência  correlacionada  dos  alelos,  e  20.000,  50.000  e  2000.00 repetições
MCMC depois de igual período de “burning” (Pritchard et al., 2004).

4.1.3.6. Determinação da coleção nuclear a partir da coleção da germoplasma

Uma coleção nuclear representa uma amostra de uma coleção inteira composta de um

número limitado de acessos que juntos devem representar o nível máximo possível de diversidade
genética existente em toda a coleção (Frankel & Brown, 1984).  Inicialmente, os dados genotípicos

de 16 locos microssatélites analisados em 298 acessos de arroz foi utilizado para estimar a riqueza
alélica da coleção.  Posteriormente, um grupo de acessos mais diversos na coleção foi definido

utilizando o programa Corex (M.E.Ferreira, não publicado).  O programa possibilita a definição de
subgrupos de acessos selecionados com base na maximização da distância genética par-a-par

entre os acessos.  O tamanho de cada grupo de acessos é definido pelo usuário. Neste estudo,
grupos compostos de 28, 56, 84, 112, 140, 168, 196, 224, 252 e 280 acessos foram pré-definidos

no sentido de encontrar, em cada grupo, os acessos que foram mais divergentes baseados no
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coeficiente “shared allele distance” (Bowcock et al., 1994; Goldstein et al., 1995).  Cada grupo foi
reamostrado 1.000 vezes e os acessos sempre presentes em cada uma das repetições foram

selecionados para constituir o grupo final, o qual foi avaliado para a riqueza alélica. Um gráfico de
plotagem  do  tamanho  dos  grupos  obtidos  versus  a  riqueza  alélica  foi  então  utilizado  para

determinar o tamanho do grupo ou coleção nuclear que retém, pelo menos, 80% da riqueza alélica
de toda a coleção.  A coleção nuclear resultante foi então comparada com uma coleção nuclear

obtida  por  amostragem  aleatória  (100  repetições)  do  mesmo número  de  acessos  a  partir  da
coleção inteira. A amostragem foi efetuada sem reposição do acesso selecionado.  Os parâmetros

estatísticos obtidos pela coleção nuclear  baseada em distância  genética  e daquela obtida pela
amostragem  aleatória  foram  comparados.  Os  dados  foram  também  submetidos  à  análise  de

agrupamento seguindo os procedimentos descritos anteriormente. A estrutura genética da coleção
nuclear baseada na análise de distância genética foi analisada utilizando o programa Structure 2.1

(Pritchard et al., 2000a; Falush et al., 2003).

4.1.4. Resultados e Discussão

4.1.4.1. Genotipagem com multiplex de microssatélites

A genotipagem semi-automática de três painéis múltiplos de marcadores microssatélites
fluorescentes (Figura 1) resultou em 305 alelos únicos (Tabela 2). A média do número de alelos por

loco foi 19,06, variando de 7 para o marcador RM420 a 30 para o marcador RM250. O alelo mais

freqüente  (≥ 40 contagens)  representou,  em média,  54,47% de todos os alelos  em cada loco
marcador e variou de 22,27% no loco OG106 a 93,72% no loco RM420. 

A  maioria  dos  locos  apresentou  amplitude  alélica  esperada,  de  acordo  com  dados

coletados em estudos anteriores (Beló, 2001; Pessoa Filho, 2004).  As exceções foram os locos
OG61 e OG81, com repetições dinucleotidicas, para os quais a amplitude alélica estendeu-se para

64 pb e 32 pb contra a esperada 58 pb e 18 pb, respectivamente. A amplitude alélica observada
para  os  locos  RM335  e  RM418,  marcadores  baseados  em  repetições  trinucleotidicas,  foram

também diferentes  do esperado  (66 pb ao invés 73 pb esperado  e  63 pb ao invés  de 52 pb
esperado, respectivamente).  A amplitude observada dos alelos microssatélites por loco foi maior

do que a relatada em estudos prévios utilizando outros tipos de marcadores tais como isoenzimas
tais como isoenzimas (Glaszmann, 1987; Second, 1982), RFLPs (Wang & Tanskley, 1989; Zhang



et al., 1992) e microssatélites (Beló, 2001). Entretanto, seis marcadores de um total de 16 cujas
amplitudes alélicas foram maiores do que as esperadas de acordo com Belo (2001) apresentaram

amplitudes menores do que os números reportados por Pessoa Filho (2004).  Isto pode ter sido
causado por dois fatores: (a) uma mais correta genotipagem na determinação dos alelos utilizando

genotipagem baseada em fluorescência em seqüenciador de DNA comparada à eletroforese de gel
de poliacrilamida (PAGE) corada com nitrato de prata,  como descrita por Beló (2001) e (b) um

efeito do tamanho da amostra entre o estudo aqui descrito e o que foi desenvolvido por Pessoa
Filho (2004).

Os  microssatélites  têm  sido  marcadores  ideais  para  a  caracterização  de  diversidade

genética em arroz cultivado quer a nível inter-varietal (Yang et al. 1994; Xiao et al. 1996; Beló,
2001; Pessoa Filho, 2004) como intra-varietal (Olufowote et al. 1997). Acrescenta-se que, muitos

marcadores  microssatélites  permitem a detecção de alelos numa amplitude muita próxima das
espécies de arroz não domesticadas (Wu & Tanksley 1993; Panaud et al. 1996; Harrington 2000;

Moncada et al. 2001; Ishii et al. 2001) e algumas vezes, em outras espécies de gramíneas mais
distanstes  (Ishii  &  McCouch  2000;  Chen  et  al.  submetido).  A  extensão  da diversidade  alélica,

detectada nos locos de marcadores microssatélites, depende do loco específico a ser avaliado, do
número e diversidade dos genótipos amostrados e,  em certo grau,  da sensibilidade da técnica

utilizada para a detecção de pequenas diferenças no peso molecular.
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Figura  1  –  Electroferograma  mostrando  o  genótipo  do  acesso  controle  ARR1  obtido  com 16
marcadores microssatélites analisados com três painéis múltiplos. O eixo horizontal representa as
estimativas do tamanho em pares de bases e o eixo vertical indica a intensidade de fluorescência
medida pelo seqüenciador de DNA ABI Prism. 



4.1.4.2. Banco de dados de freqüências alélicas e análise de diversidade genética

O  polimorfismo  de  16  locos  marcadores  genotipados  com  os  três  painéis  múltiplos  foi
avaliado através das estimativas do número de alelos detectados em cada loco (k), diversidade

genética observada (GDo), diversidade genética esperada (GDe) e valor de PIC (Tabela 3). 

 Tabela 8 – Estatísticas descritivas de 16 locos marcadores microssatélites genotipados em painéis
múltiplos em uma coleção de 298 acessos de arroz.

Marcador k   N     GDo   GDe   PIC    
RM248 17 272 0,250 0,900 0,890
OG44 13 283 0,201 0,877 0,863
RM224 19 275 0,193 0,881 0,868
RM250 30 271 0,188 0,943 0,939
OS19 15 258 0,174 0,904 0,894
OG81 16 265 0,140 0,837 0,817
RM263 20 274 0,186 0,871 0,857
OG101 26 260 0,262 0,938 0,933
OG106 29 247 0,146 0,942 0,937
OG61 27 218 0,220 0,932 0,926
OG05 13 201 0,214 0,897 0,886
RM335 21 239 0,163 0,904 0,895
RM420 7 247 0,045 0,806 0,777
RM418 21 235 0,149 0,913 0,905
RM259 13 237 0,143 0,904 0,894
RM475 18 202 0,173 0,835 0,820
Média 19,06 - 0,1779 0,892 0,881
Total 305 - - - -

K= número de alelos; N= número de acessos analisados; GDo=diversidade genética observada; GDe = diversidade
genética esperada; PIC = Conteúdo de Informação do Polimorfismo

O número médio de alelos por loco foi 19, variando de 7 alelos para o marcador RM420

(motivo  tetranucleotideo)  a  30  alelos  para  o  marcador  RM250  (motivo  dinucleotideo).  Relatos
recentes  (Blair  et  al.,  2002;  Ni  et  al.,  2002  e  Pessoa  Filho,  2004),  embora  amostrando  locos

marcadores diferentes, mostraram variações similares no número de alelos por locos, usualmente
maiores  para  marcadores  com  repetições  dinucleotídicas  e  menores  para  marcadores  com

repetições tetranucleotidícas.  É importante enfatizar que o tamanho e diversidade das amostras
de acessos de arroz usadas neste tipo de estudo têm de ser similar para fins de comparação. 

Os  valores  de  diversidade  genética  esperada  (GDe)  foram  altos  na  maioria  dos

marcadores microssatélites, com um valor médio de 0,892, variando de 0,806 para RM420 a 0,943
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para RM250. O valor médio de GDe (0,892) foi maior que o reportado por Pessoa Filho (2004) para
uma coleção  de germoplasma duas vezes maior do que a estudada neste estudo (0,786). Uma

correlação significativa entre valores de GDe e o número de alelos por locos (r = 0,750, P < 0,001),
e a amplitude alélica (Figura 2; r= 0,550, P < 0.001) foi observada, corroborando estudos prévios

(Pessoa Filho, 2004).  

Marcadores  microssatélites  baseados  em  seqüências  repetitivas  maiores  (ex.
tetranucleotideos) tendem a ter um menor número de alelos por loco do que aqueles baseados em

seqüências repetitivas menores (ex. dinucleotideos), mas, no geral, apresentam uma variação de
tamanho de alelo maior (Hall et al., 1996; Pessoa Filho, 2004).  Visto que o número de marcadores

com motivos tri- e tetranucleotideos utilizados neste estudo foi limitado, não foi possível avaliar a
relação entre o tamanho da seqüência repetitiva do microssatélite e a variação do tamanho de

alelos do loco.  

Os valores de PIC foram também altos para a maioria dos marcadores microssatélites,
com um valor médio de 0,881, variando de 0,777 para RM420 a 0,939 para RM250. O valor médio

de PIC (0,881) foi similar ao estimado por Blair et al. (2002) e Ni et al. (2002).  Os 16 marcadores
microssatélites  foram usados  para  estimar  a  probabilidade  de  genótipos  idênticos  (Sefc  et  al.,

1999),  baseada  o banco de dados  de  freqüências  alélicas (Tabela  4a,  b).  A  probabilidade  de
genótipos idênticos estimada com os três painéis multiplex foi 1,05 x 10-23.  Isto indica que os três

painéis multiplex de microssatélites podem ser usados com acurácia para diferenciar indivíduos e
acessos de arroz.
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Figura 2 – Amplitude alélica dos 16 marcadores mciorossatélites dos três painéis múltiplos (cinza
escuro e branco – pentaplex e hexaplex, Beló, 2001; cinza claro; – pentaplex; Pessoa Filho, 2004).
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Tabela 9 – Banco de dados de frequência alélicas para acessos de arroz utilizando 16 marcadores
microssatélites

Tabela 9 – Banco de dados de freqüência alélica para acessos de arroz utilizando 16 marcadores
micros satélites (cont.). 
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RM252 OG106 OG61 OG101

Allele  Freq  Allele  Freq  Allele  Freq  Allele  Freq  
192 0,1033 180 0,0061 94 0,0206 93 0,1231
194 0,0849 200 0,0405 96 0,0069 95 0,0577
196 0,0627 202 0,0324 98 0,0046 97 0,0692
198 0,0849 204 0,0668 100 0,0069 99 0,0519
200 0,0424 206 0,0951 102 0,0069 101 0,1096
202 0,0129 208 0,1275 104 0,0183 103 0,0538
204 0,0646 210 0,0769 106 0,0138 105 0,0365
214 0,0166 212 0,0121 108 0,0161 107 0,0269
216 0,0258 214 0,0223 110 0,0528 111 0,0308
218 0,1107 216 0,0142 114 0,0321 113 0,0115
220 0,0295 218 0,0324 116 0,0161 117 0,0212
222 0,0332 220 0,0364 118 0,0138 121 0,0212
224 0,0406 222 0,0405 120 0,0183 127 0,0231
226 0,0148 224 0,0142 130 0,0757 129 0,0212
228 0,024 226 0,0304 134 0,156 131 0,0115
230 0,024 228 0,0121 136 0,0757 135 0,1058
232 0,0074 230 0,0688 138 0,0092 137 0,0212
234 0,0111 232 0,0526 140 0,0665 139 0,0481
238 0,024 234 0,0709 142 0,0344 141 0,0212
242 0,0295 236 0,0061 144 0,0711 143 0,0365
246 0,0074 238 0,0142 146 0,1055 147 0,0096
248 0,0092 240 0,0263 148 0,0252 149 0,0308
250 0,0295 242 0,0101 150 0,0275 151 0,0154
256 0,0351 244 0,0162 152 0,0367 153 0,0096
260 0,0074 246 0,0121 154 0,0459 155 0,0096

264 0,0111 248 0,0101 156 0,0367 159 0,0231

266 0,0111 250 0,0121 158 0,0069
268 0,0074 252 0,0243

272 0,0295 256 0,0162

274 0,0055

RM248 OG44 RM224 RM263 OG81 OS19

Allele  Freq  Allele  Freq  Allele  Freq  Allele  Freq  Allele  Freq  Allele  Freq  
70 0,0037 150 0,0565 122 0,1618 149 0,0036 69 0,2943 172 0,0194
76 0,0055 152 0,2032 124 0,0091 151 0,0237 71 0,1887 174 0,0659
80 0,1158 154 0,1784 126 0,0055 153 0,0383 73 0,0585 176 0,0426
82 0,1985 156 0,0636 128 0,0455 155 0,2026 75 0,1453 178 0,0678
84 0,0257 158 0,03 130 0,0036 157 0,2135 77 0,0245 180 0,1279
86 0,0349 160 0,0283 132 0,0255 159 0,1661 79 0,066 182 0,0523
88 0,0717 162 0,0795 134 0,0309 161 0,073 81 0,1038 184 0,0155
90 0,0055 164 0,1219 138 0,0055 163 0,0401 83 0,0245 186 0,0097
92 0,0607 166 0,1201 140 0,0127 165 0,0055 85 0,0358 188 0,0116
94 0,1066 168 0,0795 144 0,0036 167 0,0128 87 0,0075 190 0,0543
96 0,0717 170 0,0247 146 0,0182 169 0,0109 89 0,0132 192 0,0562
98 0,046 172 0,0106 150 0,0073 171 0,0055 91 0,0075 194 0,1686

100 0,0092 174 0,0035 152 0,0745 173 0,0201 93 0,0057 196 0,093
102 0,1158 154 0,0709 177 0,0055 95 0,0038 198 0,0833

104 0,0257 156 0,1818 179 0,0274 97 0,0057 200 0,1318

106 0,0643 158 0,1945 181 0,0347 101 0,0151

108 0,0386 160 0,0764 183 0,0474
162 0,0345 185 0,0146 RM418 RM335

164 0,0382 187 0,0401 Allele Freq Allele Freq

197 0,0146 250 0,0085 92 0,0021
253 0,0191 101 0,023
259 0,0106 104 0,046

RM475 263 0,0085 107 0,1632

Allele Freq 265 0,0043 110 0,023

182 0,0149 267 0,0149 113 0,0732
OG05 RM259 186 0,1015 271 0,0043 116 0,0042

Allele Freq Allele Freq 190 0,0154 274 0,0064 119 0,0251

168 0,0871 153 0,0696 194 0,1089 277 0,0426 122 0,0126
170 0,0846 155 0,1013 198 0,1015 280 0,0447 125 0,0126
172 0,0299 157 0,135 202 0,349 283 0,1255 128 0,0188
174 0,0771 159 0,0422 206 0,0668 286 0,1277 131 0,0105
176 0,204 161 0,0907 210 0,0371 RM420 289 0,0468 134 0,0188

178 0,0672 163 0,1688 214 0,0322 Allele Freq  292 0,0426 137 0,0335

180 0,1418 165 0,1013 218 0,0322 179 0,1174 295 0,1383 140 0,0418
182 0,0323 167 0,0549 226 0,0099 183 0,166 298 0,1362 143 0,0879
184 0,0622 169 0,0591 230 0,0223 187 0,2955 301 0,0255 146 0,1213
186 0,0572 171 0,0485 234 0,0619 191 0,1984 304 0,0553 149 0,023
188 0,0498 173 0,0633 238 0,005 194 0,0344 307 0,0362 152 0,1757
190 0,0771 175 0,0527 242 0,0272 199 0,1599 310 0,0532 155 0,0523
192 0,0299 177 0,0127 246 0,0099 203 0,0283 313 0,0489 158 0,0314
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Figura  3 –  Histograma  de  barras  da  freqüência  alélica  dos  16  marcadores  microssatélites
utilizados para avaliar uma coleção de germoplasma de arroz.
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Figura  3 –  Histograma  de  barras  da  freqüência  alélica  dos  16  marcadores  microssatélites
utilizados para avaliar uma coleção de germoplasma de arroz. (cont.)

4.1.4.3. Análise de agrupamento dos acessos de germoplasma

A  matriz  diagonal  de  distância  genética,  baseada  nas  estimativas  de  “shared  allele

distance”, foi utilizada para a análise de agrupamento dos acessos de arroz baseada no método de
Neighbour-Joining. O dendrograma possibilitou a identificação de grupos de acessos de arroz com

vínculo genético mais próximo. O dendrograma de distância genética resultante (Figura 4) mostra
os acessos distribuídos em dois grupos principais, um composto por 55 acessos (Grupo 1) e outro

composto  por  243  acessos  (Grupo  2).   O  Grupo  1  inclui  acessos  que  não  são  claramente
classificados  como  variedades  indica ou  japonica.   Nenhum  dos  acessos  típicos  de  japonica

incluídos neste estudo (ex. Tomoe Mochi, IAC 166) bem como os acessos típicos de indica (ex. IR-
50, Cica 8, BG 90-2) estão próximos aos 55 acessos do Grupo 1. Em um estudo similar (Pessoa

Filho, 2004) esses 55 acessos também formaram um grupo à parte dos acessos típicos de indica e



japonica.  

O segundo  grupo  principal  (Grupo 2),  o  maior  deles,  está  composto  de arroz  indica e
japonica subdividido em pequenos subgrupos.  Em geral, os acessos conhecidos do background

genético  japonica agruparam com outros tipos de  japonica.  O mesmo se verifica para os tipos
indica.  Esta análise foi importante para ter a primeira indicação do background genético da maioria

dos acessos tradicionais na coleção. Alguns exemplos chamam a atenção. Nove acessos de arroz
vermelho  foram  genotipados  pela  primeira  vez  com  os  painéis  múltiplos  de  marcadores

microssatélites. Esses acessos foram coletados em pequenas vilas do Nordeste do Brasil (José
Almeida Pereira, comunicação pessoal), onde tradicionalmente os agricultores dão mais valor ao

arroz vermelho do que o arroz normal por razões culinárias.
  

Os acessos  Arroz Vermelho 1, Arroz Vermelho 2, Arroz Vermelho 3 e Arroz Vermelho 9
formam um subgrupo com Ciwini e Basmati 370, conhecidos como tipo indica (Beló, 2001; Fatima

et al.,  2002).   Basmati  370 é um arroz aromático,  com qualidade fina e grão extra fino e que
apresenta um peculiar alongamento depois de cozido. Entretanto, este subgrupo também inclui a

variedade chamada Mochi Gome, que é um nome comum para variedades castanhas, glutinosas
(“sticky”) no Japão. Os outros acessos de Arroz Vermelho também agrupam com tipos indica em

outros subgrupos.  Por exemplo, Arroz Vermelho (7) e Arroz Vermelho (8) agrupam com Oryzica 1,
Cica 8 e BG 90-2, enquanto Arroz Vermelho (4) agrupa com linhagens TGMS.  Os acessos de

Arroz Vermelho 5 e Arroz Vermelho 6 pertencem a um subgrupo diferente que não inclui qualquer
tipo indica bem conhecido e é composto, na sua maioria, de acessos com nomes comuns bastante

conhecidos.   Pode ser observar,  entretanto,  que as variedades tradicionais denominadas Arroz
Vermelho coletadas no nordeste do Brasil são muito diversas entre si e podem ser prontamente

distinguidas baseadas na análise de genotipagem multilocos.

Todas  as  linhagens  com  característica  de  macho-esterilidade  gênica  termo-sensível
(TGMS)  agruparam-se  no  mesmo  subgrupo  (linhagens  TGMS70977_12,  TGMS70977_26,

TGMS68940,  TGMS70987,  TGMS68935,  TGMS71018,  TGMS70989,  TGMS68944  e
TGMS68945), formando um grupo com as linhagens  indica IR 36, IR50 e Metica 1. A linhagem

TGMS68935 foi cruzada com IR50 (normal) para o desenvolvimento de populações segregantes
que foram utilizadas para mapear locos associados ao controle de TGMS no genoma de arroz (ver

Capítulo 2).
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Foi interessante verificar que os acessos com o mesmo nome comum, algumas vezes

agrupam no mesmo subgrupo (ex. Agulha (1), Agulha (2) e Agulha (3) ou Carolina (1) e Carolina
(2))  enquanto  que  outras  (ex.  acessos  com nome  Caqui  ou  DeAbril)  não.   Isto  é  uma  clara

indicação que os genótipos com o mesmo nome comum geralmente são geneticamente diferentes,
especialmente quando  variedades tradicionais são consideradas.  No universo da nomenclatura

tradicional, alguns nomes mais óbvios ou similares são dados para variedades distintas cultivadas
em diferentes localidades, como amarelão, amarelinho ou dourado, ou ainda três meses, 3 meses

ou 90 dias.



Figura 4 – Análise de estrutura genética de 298 acessos de arroz O. sativa L. baseada no polimorfismo de DNA de 16 locos microssatélites. Estimativas de
distância genética baseadas no coeficiente de alelos partilhados (allele sharing distance) e análise de agrupamento foram calculadas utilizando o método
Neighbour-Joining (Saitou & Nei, 1987).  A análise de estruturação genética foi baseada no método de agrupamento Bayesiano (barra colorida) e efetuada de
acordo com Pritchard et al. (2000a). K=1 K=3K=2 K=4

Figure – Genetic structure comparison of 298 accessions of rice O. sativa L. estimated from 16 microsatellite loci using Neighbour-joining Method (cluster graph; Saitou & Nei, 1987) and Bayesian Clustering analysis (coloured bar; Pritchard et al., 
2000)
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4.1.4.4. Coleção Nuclear

Distâncias genéticas par-a-par foram utilizadas para a extração, a partir da coleção de 298
acessos,  daqueles  acessos  que  foram  consistentemente  os  mais  distantes  um  do  outro,

independentemente do tamanho da subamostra extraída da coleção. Os acessos que foram mais
divergentes baseados no coeficiente  de “shared allele distance” foram selecionados para formar

grupos de tamanho 28, 56, 84, 112, 140, 168, 196, 224, 252 e 280 acessos (Figura 5).  Cada grupo
foi reamostrado 1.000 vezes e os acessos presentes em todas as repetições foram selecionados

para compor o grupo e examinados para a riqueza alélica.  Um gráfico de plotagem do tamanho do
grupo  versus  riqueza  alélica  (Figura  5) indicou  que  uma  amostra  de  48  acessos,  baseada  na

distância genética par-a-par, constituindo 16,6% da coleção de germoplasma analisada, manteve a
riqueza alélica acima 80,0% (81,31%), o que caracterizou este subgrupo de acessos como coleção

nuclear por definição (Frankel & Brown, 1984). 

Figura  5 –  Gráfico  de plotagem da riqueza  alélica  versus tamanho da  coleção
nuclear composta de acessos de arroz selecionados em cada grupo com base na
maximização da distância genética par-a-par.

 A coleção nuclear resultante foi comparada a uma coleção nuclear obtida por amostragem
aleatória do mesmo número de acessos a partir da coleção inteira. A riqueza alélica baseada na

amostragem  aleatória  foi  calculada  como 73,65  ± 2,10  %,  significativamente  menor  (t=11,49;

p>0.001) do que 81,31% da riqueza alélica obtida pela metodologia de distância genética. 

Os resultados  mostram que  a  seleção  de  subgrupos  com elevada  diversidade  genética
baseada na analise de distância genética é uma metodologia útil para determinar o tamanho e a

composição  das  coleções  nucleares  baseadas  num número  mínimo de acessos  que continuam
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mantendo uma alta percentagem de alelos. Valores similares de Gdo, GDe e PIC foram estimados
para a coleção de germoplasma (0,129, 0,911 e 0,892, respectivamente) e para a coleção nuclear

(0,181, 0,883, e 0,859, respectivamente).  

4.1.4.5. Estrutura genética da coleção

Com  o  objetivo  de  analisar  a  consistência  dos  agrupamentos  obtidos  com  o  método

“Neighbour-Joining”, o nível de diferenciação genética entre os agrupamentos dos acessos obtidos
com os  dados  de  distância  par-a-par  foram estimados  baseados  nos  parâmetros  F  de  Wright

(Tabela 10).   A média de diferenciação genética (FST =  0,08616) entre grupos (Weir & Cockerham,
1984)  foi  considerada moderada (Wright,  1978),  e estimada como 0,077 quando os dois grupos

principais  definidos  pelo  método  “Neighbour-Joining”  foi  considerado  e  0,095  quando  os  nove
grupos  foram  considerados.  O  agrupamento  dos  acessos  obtidos  pela  análise  de  distância,

portanto, explica somente  cerca de 8% da diferenciação genética. 

Tabela  10  –  Estimativa  dos  parâmetros  F  de  Wright  para  a  coleção  de  germoplasma.   Os
agrupamentos de acessos foram definidos de acordo com análise Neighbour-Joining dos dados de
distância genética baseadas no polimorfismo de microssatélites;  Intervalos de confiança de 95%
foram estimados baseados na análise de bootstrap (1000x).

F de Wright Dois grupos Nove grupos
FIS 0,786 (0,763 – 0,811)  0,773 (0,747 – 0,798)
FIT 0,802 (0,782 – 0,827)  0,794 (0,772 – 0,820)
FST 0,077 (0,051 – 0,103)  0,095 (0,073 – 0,121)

As estimativas dos parâmetros F de Wright (Weir & Cockerham, 1984) revelaram um valor
alto do coeficiente de endogamia quando duas ou nove subpopulações (grupos) são consideradas

na coleção (Fis=0,786 e 0,773, respectivamente) (Tabela 10), assim como um índice total de fixação
relativamente alto (Fit = 0,779). Por outro lado, os valores de Fst indicam diferenciação genética

moderada quando duas ou nove subpopulações são considerados para compor a coleção (Fst =
0,077 e 0,095, respectivamente). Isto é uma indicação clara que a extensão da endogamia dentro

de grupos é alta, mas a extensão de diferenciação genética entre grupos que compõem a coleção
de germoplasma é somente moderada.
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Análises posteriores foram realizadas utilizando o programa Structure 2.1 (Pritchard et al.
2000a;  Falush  et  al.  2003)  para  inferir  o  nível  de  diferenciação  genética  entre  subpopulações

(grupos)  definidos  de acordo  com a análise  Neighbour-Joining  (dois  e  nove grupos)  e  sem um
modelo definido a priori.  O melhor valor de K resultante (número de subpopulações) foi pela matriz

sem modelo definido a priori e com modelo definido com base nos dois grandes grupos (Grupo 1 e
Grupo 2) da análise do Neighbour-Joining. Para ambas as matrizes, a probabilidade ‘best-fit’ de 1,00

foi obtida para K=4, indicando uma diferenciação genética da coleção em quatro subpopulações
(Figura 8).  

A  proporção  de  ancestralidade  comum  entre  as  quatro  subpopulações  geneticamente

definidas detectada no total de 298 acessos mostra um padrão interessante. As estatísticas F para
K=4 foram FIS= 0,637;   FST= 0,035  e  FIT= 0,650 (Weir & Cockerham, 1984).  Novamente, os dados

indicam que a extensão da endogamia dentro dos grupos é alta, mas a diferenciação genética entre
os  grupos  é  somente  moderada.  Os  quatro  grupos  compreendem 63,  45,  106  e  81  acessos,

respectivamente. O grupo 1 partilha 20,63% de ancestralidade com o grupo 2, 9,52% com o grupo 3
e menos de 5,0% com grupos ou mistura de grupos 2-3, 2-4, 3-4 e 4. O grupo 2 partilha 11,11% de

ancestralidade com o grupo 1, 13,33% com o grupo 3 e 8,89% com o grupo 4. O grupo 3 partilha
10,38% de ancestralidade com o grupo 2, 8,49% com o grupo 4 e menos de 5,00% com os grupos

ou misturas de grupos 1, 1-2, 2-4, 4-1 e 4-2. O grupo 4 partilha 11,11% de ancestralidade com o
grupo 1, 12,00% com o grupo 2, 12,35% com o grupo 3, e menos de 5,00% com grupos ou mistura

de grupos  1-2,  1-3  e  2-3.  Uma análise  fatorial  clássica (Belkhir,  2001)  possibilitou  a separação
espacial das quatro subpopulações retratadas pela metodologia de MCMC (Figura 6).  
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Figura 6 - Análise fatorial clássica dos 298 acessos de arroz O. sativa L. baseadas no polimorfismo

de  DNA  em  16  locos  polimorficos.  As  estimativas  de  distância  genética  foram  baseadas  no
coeficiente  de “shared allele  distance” e análises  de agrupamento foram calculadas utilizando o

método Neighbour-Joining (Saitou & Nei, 1987).

A estratificação genética sugerida pelo método Neighbour-Joining (Saitou & Nei, 1987) não

correlaciona (r= 0.75,  P >0.10) com as mesmas subpopulações (grupos) sugeridas pelo método
MCMC (Figura 4) (Pritchard et al., 2000a; Falush et al., 2003).  Esse resultado era esperado devido

às  diferenças  de  metodologias,  uma  vez  que  o  método  Neighbour-Joining  agrupa  os  acessos
baseado em distâncias genéticas (i.e., shared allele distances) e a metodologia MCMC agrupa de

acordo com a probabilidade de dois  alelos terem um ancestral  comum. Cada método tem seus
pontos fortes e debilidades, e não há uma estratégia única ou simples que atenda efetivamente a

vários  assuntos  complexos  relacionados  à  escolha  de  medida  (s)  de  distância,  métodos  de
agrupamento,  determinação do número ótimo de grupos  ou análise  de indivíduos,  e  grupos  de

dados  combinados  por  meio  de  várias  ferramentas  estatísticas. Entretanto,  dados  empíricos

gerados  recentemente  através  de  diferentes  estratégias  têm  proporcionado  uma  maior
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compreensão dos assuntos citados, e meios efetivos razoáveis para analisar a diversidade genética

nos diversos níveis (individuo, populações, ou espécie).
Diferentes níveis  de estrutura  genética  têm sido documentados  em populações  naturais

(Barbier  1989b; Gao  et  al.,  2000a,  b;  Gao et  al.,  2001)  e  coleções  de  germoplasma  de  arroz
(Glaszmann 198 7; Ni et al., 2002; Parsons et al. 1999; Garris et al., 2003; Gao et al., 2000a, b; Gao

et  al.,  2001).   Em populações  naturais  de  uma espécie  autógama tal  como o arroz,  espera-se
encontrar uma maior proporção de diversidade entre subpopulações do que dentro delas (Buso et

al.,  1998).  As coleções de germoplasma,  entretanto,  são artificiais por natureza e várias forças,
incluindo a deriva genética e a seleção artificial dirigida pelo homem, afetam a forma em que são

estruturadas.  Altos valores de FST obtidos em arroz silvestre, indicando forte diferenciação genética
em populações naturais de O. officinalis (FST = 0.882; Gao et al., 2001), O. rufipogon f (FST

 = 0.310;

Barbier 1989b; Gao et al. 2000a), O. granulata (FST = 0.859; Gao et al. 2000b) e Oryza glumaepatula
(Buso et al., 1998).  Valores altos do índice de fixação (FST > 0.85) têm sido reportados em estudos

de variedades de arroz (ecotipos de  O. sativa) oriundas de diferentes países e que apresentam
diversidade para resistência à  Xanchomonas oryzae pv oryzae  (Garris et al., 2003).   Da mesma

forma,  amostras  de  germoplasma  compostas  de  acessos  de  arroz  (O.  sativa) proveniente  de
diversas partes do mundo mostraram valores de FST variando de 0,20 a 0,43 (Garris et al., 2005).

Tem de ser realçado que a coleção aqui analisada não é representativa da diversidade genética do
arroz e o nível de diferenciação observado é considerado moderado. Mas, é interessante notar a

possibilidade de detecção de estruturação em populações com um grupo pequeno de marcadores
microssatélites  distribuídos  em três  painéis  multiplex,  corroborando  a  utilidade  dos  marcadores

altamente informativos na análise de genética de populações.

De modo similar à coleção inteira, os 48 acessos que compõem a coleção nuclear foram
submetidos à análise Neighbour-Joining baseadas em distância genética (Figura 7).  Os principais

grupos observados foram utilizados como modelo para a análise de estruturação genética utilizando
a metodologia MCMC (Pritchard et al.,  2000b; Falush et  al,  2003) e estimativas da estatística F

(Weir & Cockerham, 1984). A metodologia MCMC, desenvolvida sem um modelo de estruturação
definido  a priori indicou uma diferenciação em K=5 subgrupos (probabilidade “best-fit” =1,00). Um

gráfico de plotagem das linhagens pertencentes a cada subgrupo contra o agrupamento obtido pelo
método Neighbour-Joining (Figura 7) indicou que os resultados entre as duas metodologias não
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foram congruentes (r= 0.475; p= 0,45).  As estimativas dos parâmetros F de Wright revelam um alto
valor  do  coeficiente  de  endogamia  quando  cinco  subpopulações  (grupos)  são  considerados  na

coleção nuclear (FIS= 0,70613) bem como um alto índice de fixação geral (FIT= 0,74445).  Por outro
lado, os valores de FST indicam uma diferenciação genética moderada quando cinco subpopulações

são consideradas para constituir a coleção nuclear (FST  = 0,13040). Os resultados indicam que a
coleção  nuclear  de  48  acessos  obtida  a  partir  da  coleção  de  germoplasma  composta  de  298

acessos apresentou grupos de acessos com diferenciação genética moderada. 

Figura  7 –  Análise  de  estrutura  genética  dos  48  acessos  de  arroz O.  sativa L.  baseada  no
polimorfismo de DNA de 16 locos microssatélites que compõem a coleção nuclear do banco de
germoplasma.  As estimativas de distância genética foram baseadas no coeficiente “shared allele
distance” e análise de agrupamento foram realizadas utilizando o método Neighbour-Joining (Saitou
&  Nei,  1987).   A  análise  de  estruturação  genética  foi  baseada  no  método  de  agrupamento
Bayesiano (barra colorida) e de acordo com Pritchard et al. (2000a).

A  história  de  domesticação  do  arroz  bem  como  seu  comportamento  autógamo  impôs
grandes efeitos na estruturação da diversidade da espécie.  As grandes coleções de Bancos de

Germoplasma são possuem caracterização limitada, tornando difícil para os melhoristas de plantas
o acesso e exploração dessas coleções. A utilização de tecnologias de marcadores pode permite a

avaliação sistemática da diversidade genética em tais coleções. Essa informação pode ser usada
para o estabelecimento de coleções nucleares,  subgrupos de grandes coleções que contêm um

número limitado de acessos que capturam a maioria da variabilidade genética presente na coleção
inteira. Esses subgrupos nucleares facilitam a gestão da coleção e contribuem para um aumenta da

utilização  do  germoplasma.  É  possível  que  o  uso  do  germoplasma  conservado  de  arroz  nas
coleções  de  germoplasma  possa  aumentar  se  a  caracterização  molecular  e  metodologias  de

genética de populações puderem ser mais intensivamente aplicadas para melhor definir as amostras
de acessos que serão mais apropriadamente adaptados a diferentes estudos genéticos. 

Com o recente desenvolvimento e uso dos métodos de agrupamento baseados em modelos

na  estatística  Bayesiana  (Pritchard,  2001;  Thornsberry  et  al.,  2001),  a  possibilidade  de  realizar
estudos  de associação em plantas  agrícolas  para a  identificação de genes  para  características
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complexas e agronomicamente importantes têm sido aumentada. Entretanto, continua havendo a

necessidade de desenvolver programas estatísticos que facilitem a análise integrada dos diferentes

grupos  de  dados para  a  geração  de uma informação  fidedigna  acerca  das  relações  genéticas,

diversidade de germoplasma,  e  variação  alélica  favorável. Igualmente  importante,  e  talvez mais
desafiante, é a utilização concertada e planificada do germoplasma em programas de melhoramento

de plantas com base em conhecimento obtido de estudos sobre diversidade genética (Mohammadi

& Prasanna, 2003). 

4.2. Capítulo  2  –  Mapeamento  de  QTLs para  a  Macho-esterilidade  Gênica  Termo-sensível
(TGMS) em Arroz indica

4.2.1. Resumo
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O conhecimento do controle genético de macho-esterilidade termossensível (TGMS) em arroz é
importante para o desenvolvimento de uma indústria de produção sustentável de sementes híbridas

de arroz nos trópicos.  Uma população F2 derivada do cruzamento entre linhagens  indica fértil e
TGMS foi usada para construir um mapa genético de arroz baseado em marcadores microssatélites.

O fenótipo TGMS analisado apresentou uma variação contínua na população segregante. Um baixo
nível de distorção da segregação foi detectado na população segregante (14,65%) e a causa da

distorção demonstrada como sendo a seleção zigótica. Não houve evidência de relação de causa-
efeito  entre  seleção  zigótica  e  o  controle  de  TGMS  neste  cruzamento.  Um  mapa  de  ligação

compreendendo 1.213,3 cM foi construído baseado nos dados de segregação da população F2.
Noventa  e  cinco  marcadores  microssatélites  de  um  total  de  116  marcadores  testados  foram

reunidos  em  11  grupos  de  ligação  com  uma  média  de  12,77  cM  entre  os  locos  marcadores
adjacentes. Os dados fenotípicos e genotípicos permitiram a identificação de três novos QTLs para

a macho-esterilidade gênica termossensível em arroz  indica. Dois dos QTLs foram mapeados em
cromossomos que não tinham ainda sido associados ao controle genético da característica TGMS

(cromossomos 1 e 12). O terceiro QTL foi mapeado no cromossomo 7, onde um loco TGMS (tms2)

foi  recentemente  mapeado.  Testes  alélicos  deverão  ser  realizados  para  verificar  se  as  regiões

mapeadas são as mesmas.  

Palavras-chave: microssatélite, arroz híbrido, mapa genético, Oryza sativa L.

 

4.2..3. Introdução

O desenvolvimento recente de variedades híbridas de arroz representa a mais importante
contribuição ao aumento de produtividade em arroz desde a Revolução Verde. Relatos de que a

produtividade dos híbridos de arroz é pelo  menos 15-20% maiores do que a produtividade das

86



melhores variedades puras semi-anãs locais têm sido publicados em vários países (Virmani et al.,
1994). O vigor híbrido ou heterose é observado em cruzamentos entre linhagens puras onde a F1

apresenta produtividade mais alta do que as linhagens parentais. Porém, em espécies autógamas, a
autopolinização representa uma grande limitação à produção de sementes híbridas, a menos que

um mecanismo, eficiente e econômico, de esterilidade do pólen seja utilizado em uma das linhagens
parentais, enquanto o sistema reprodutivo feminino é mantido intacto.

A descoberta da Macho-Esterilidade Genética Citoplasmática (CMS) em arroz nos anos 60

tem  contribuído  para  o  desenvolvimento  de  uma  estratégia  de  produção  de  híbridos  de  arroz
utilizando o sistema de três-linhagens, isto é, macho-estéril (linhagem A), mantenedora (linhagem B)

e restauradora (linhagem R). Este sistema, embora útil, usualmente (a) demanda um alto input de
trabalho para a produção de híbrido, que ameaça a sustentabilidade da produção de sementes a

preços acessíveis, (b) conta com uma pequena fonte de linhagens macho-estéreis, especialmente a
macho-esterilidade induzida pelo citoplasma “wild abortive” (WA),  que favorece a vulnerabilidade

genética dos híbridos derivados, (c) requer grandes esforços dos programas de melhoramento, visto
que  as linhagens  macho-estéreis  têm de  ser  adequadamente mantidas  pelas  linhagens  B e as

linhagens  restauradoras  devem  ser  identificadas  para  serem  eficientemente  exploradas  em
combinações  híbridas,  e  (d)  uma  vez  que  as  cultivares  de  arroz  japonica e  arroz  basmati

aparentemente não carregam genes restauradores, a produção de híbridos envolvendo linhagens
japonica é restrita a um longo processo de transferência de genes restauradores (Lang et al., 1999;

Reddy et al., 2000; Dong et al., 2000; Lopez & Virmani, 2000; Virmani et al., 2003). Recentemente, a
identificação de um sistema de esterilidade de pólen dependente da temperatura (Yuan, 1987; Sun

et  al.  1989;  Zhang  et  al.,  1991),  conhecido  como  Macho-Esterilidade  Gênica  Termo-sensível
(TGMS), tem contribuído para a obtenção de linhagens macho-estéreis sob variações específicas de

temperatura, abrindo novas perspectivas para a exploração de híbridos de arroz.

No geral, as linhagens TGMS tornam-se estéreis quando a temperatura ambiental é maior

do que 25-30°C, durante o estádio de iniciação da panícula e floração, a retornam à condição fértil
quando a temperatura atinge valores inferiores a 25-30°C. O sistema TGMS é, portanto, a base

para um sistema de duas linhagens para a produção de sementes híbridas em arroz, caracterizado
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como simples, econômica e eficiente. 

O conhecimento do controlo genético da macho-esterilidade gênica termo-sensível (TGMS)
em arroz é importante para o desenvolvimento sustentável de uma indústria de sementes de arroz

híbrido nos trópicos. Como alternativa a algumas limitações do sistema CMS, o sistema TGMS não
requer uma linhagem restauradora (linhagem B) na produção de sementes híbridas. As linhagens B

do sistema CMS, por exemplo, devem ser rotineiramente verificadas ao longo de gerações para
confirmar se elas são quase-isogênicas em relação às linhagens A, o que torna a rotina do sistema

CMS mais trabalhoso (Beló, 2001). O sistema TGMS também não requer linhagens restauradoras
(linhagem R), visto que a planta TGMS pode restaurar sua fertilidade se cultivada em temperatura

apropriada.  Acrescenta-se  ainda  o  fato  do  sistema  TGMS  reduzir  o  risco  de  vulnerabilidade
genética, visto que a expressão da macho-esterilidade não é dependente do citoplasma, podendo

os híbridos ser desenvolvidos com bases genéticas diversas. Isto é de interesse especial depois de
experiências que levaram a grandes perdas agronômicas e econômicas devido ao uso intensivo de

materiais com a mesma base genética, como o citoplasma-T utilizado na indústria de híbridos de
milho, que foi atingido pela “southern corn leaf blight” há algumas décadas (Levings, 1993). 

A identificação e uso de diferentes alelos TGMS em arroz proporcionará uma base genética

mais ampla para o desenvolvimento de híbridos de arroz. Para a exploração do sistema de duas
linhagens é necessário avaliar as linhagens que apresentam tal comportamento, estimar a robustez

da expressão da característica numa faixa de temperaturas e também compreender o seu controle
genético com vista à utilização do gene no desenvolvimento de cultivares. 

A  tecnologia  genômica  oferece  um  conjunto  de  técnicas  e  estratégias  que  podem

potencialmente  acelerar  o  desenvolvimento  de  variedades  em programas  de  melhoramento.  A
tecnologia de marcadores moleculares tais como RAPD, RFLP e AFLP, associada à Análise  de

Misturas  Segregantes  (BSA  –  Bulked  Segregant  Analysis)  (Michelmore  et  al.,  1991),  tem sido
utilizada  no  mapeamento  de vários  locos  TGMS.  A metodologia  de bulks  ou misturas  de DNA

possibilitou  a  identificação  e  mapeamento  de  quatro  locos  TGMS  conhecidos  como  tms1

(cromossomo  8  -  Wang  et  al.,  1995),  tms3(t)  (cromossomo  6  -  Subudhi  et  al.,  1997),  tms4

(cromossomo 2 - Dong et al., 2000) e dois locos tms4 (cromossomo 9 - Reddy et al., 2000). Os dois
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locos  denominados  tms4 não  são  certamente  os  mesmo  visto  que  foram  mapeados  em
cromossomos  diferentes.  Isto  chama  a  atenção  da  necessidade  de  melhor  discussão  da

nomenclatura dos locos TGMS em arroz, como já foi alertado anteriormente(Reddy et al., 2000). Um
loco  TGMS  adicional  denominado  tms2  (cromossomo  7-  Maruyama  et  al.,  1991)  foi  mapeado

usando a metodologia de mapeamento de QTLs (Yamaguchi et al., 1997). 

Entre  os  vários  tipos  de  marcadores  moleculares  disponíveis,  os  microssatelites  têm
recebido  recentemente  maior  atenção,  especialmente  para  propósitos  de  melhoramento.  Os

marcadores microssatélites, também conhecidos como seqüências simples repetidas ou SSRs (Litt
& Luty, 1989; Weber & May, 1989) são grupos de bases nucleotídeas curtas (usualmente 2 a 6)

repetidas  em  tandem,  distribuídas  pelo  genoma.  Os  marcadores  microssatélites  são  em  geral
marcadores genéticos codominantes,  multialélicos,  e altamente polimórficos.  A genotipagem dos

alelos microssatélites requer pequenas quantidades de DNA para uma PCR direta e análise de gel
de  electroforese  (Rafalski  et  al.,  1996).  Sua  principal  desvantagem  é  o  elevado  custo  do

investimento inicial necessário para o desenvolvimento dos marcadores. Entretanto, o número de
marcadores microssatélites disponíveis para uma espécie modelo, tal como o arroz, é grande e os

pesquisadores  podem desta  forma  capitalizar  nesta  tecnologia  na  pesquisa  genética  de  arroz.
Centenas de marcadores microssatélites foram fisicamente mapeadas no genoma do arroz e podem

potencialmente ser utilizado como marcadores “âncora” para a genética comparativa, mapeamento
de caracteres de interesse econômico e isolamento genético.

O mapeamento de locos TGMS tem sido baseado na premissa de um controle genético

simples da característica. Para este fim, as plantas na população segregante têm sido classificadas
em duas classes, estéril ou fértil (Wang et al., 1995; Subudhi et al., 1997; Dong et al., 2000; Reddy

et  al.,  2000).  Deve  ser  mencionado  que  a  esterilidade  do  pólen  das  populações  segregantes
derivadas de cruzamentos entre linhagens TGMS e férteis não seguem uma simples distribuição

binária. Esforços devem ser empreendidos, portanto, no mapeamento de QTLs TGMS com base no
percentual  de  pólen  estéril  medido  na  população  segregante,  ao  invés  da  classificação  das

linhagens em apenas duas categorias (macho estéril ou fértil).  
O objetivo deste trabalho foi a seleção e uso de marcadores microssatélites para mapear

regiões do genoma associadas ao controle genético de TGMS em arroz.
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4.2.4. Material e Métodos

4.2.4.1. Material Biológico e análise fenotípica da macho-esterilidade

Inicialmente,  um  grupo  de  nove  linhagens  TGMS  tropicais (Lopez  &  Virmani,  2000)

(IR68945-4-33-4-14-48, IR68935-16-6-27, IR68940-8-1-8-18-25-B, IR68944-6-23-5-4-15-B, IR1018-
13-73-3-6, IR70977-16-5-4-1-12, IR90977-16-5-4-26, IR70989-3-19-3-14-3A, IR70978-8-22-5-14-13),

gentilmente  cedidas  pelo  Instituto  Internacional  de  Pesquisa  em  Arroz  (IRRI),  Filipinas,  foram
avaliadas  para  a  fertilidade  do  pólen  sob  um espectro  de  temperaturas.  Cem plantas  de  cada

linhagem foram germinadas e cultivadas numa casa de vegetação até a fase de floração. Amostras
de 20 plantas foram então transferidas para câmaras de crescimento Tecnal® Model 50 (Tecnal,

Campinas,  Brasil)  ajustadas  para  as seguintes  temperaturas:  21°C,  23°C,  25°C,  27°C e 29°C.
Condições de fotoperiodo (12/12 hs luz/escuro)  e umidade (70%) foram fixadas nas câmaras de

crescimento.  Após  14  dias  sob  essas  condições,  pelo  menos  10  espiguetas  por  planta  foram
coletadas de cada linhagem, em cada regime de temperatura, para análise. A coleta foi realizada

durante o período da manhã durante três dias consecutivos. As espiguetas foram fixadas em etanol
a 70%, tratadas com solução de iodina iodeto de potássio (IKI) 1% e montadas em lâminas de vidro.

Os grãos de pólen redondos e corados de marrom escuro foram registrados como férteis, enquanto
os amarelos ou marrons claros e de forma irregular foram registrados como estéreis. Um total de

300  a  500  grãos  de  pólen  foi  examinado  e  submetido  a  cada  temperatura  específica  e  as
percentagens de pólen estéril anotadas. Estes dados foram utilizados para a seleção de uma das

nove  linhagens  TGMS  para  cruzar  com  uma  linhagem  fértil  (IR50)  para  a  obtenção  de  uma
população  F2  segregante  para  a  característica  TGMS.  Esta  população  foi  então  usada  para  o

mapeamento de regiões genômicas associadas ao controle genético da característica  TGMS. O
critério  de  seleção  foi:  (a)  desempenho  da  linhagem  em  relação  ao  fenótipo  TGMS  numa

determinada  temperatura  e  (b)  estimativa  da  distância  genética  entre  a  linhagem  TGMS  e  a
linhagem genitora normal (IR50), para maximizar a detecção de marcadores polimórficos destinados

ao mapeamento. Estes dados estão presentes em um outro estudo (Alcochete, 2005 – Capítulo 1).

Uma população de noventa e três indivíduos do cruzamento entre duas linhagens  indica
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IR68945-4-33-4-14-48 (TGMS) x IR50 (fértil), foi usada neste estudo. A linhagem IR68945-4-33-4-
14-48 torna-se estéril durante o estádio de floração quando a temperatura atinge 27°C e retorna à

fertilidade quando a temperatura é inferior a 27°C. Trata-se de uma linhagem estéril estritamente
sensível à temperatura (Reddy et al., 2000), derivada de um mutante TGMS de japonica de clima

temperado denominado Norin PL12 (Lopez & Virmani, 2000). Ambas as linhagens parentais, e as
plantas da F1 e da F2 foram germinadas e cultivadas numa casa de vegetação até o estádio de

floração, quando elas foram transferidas para câmaras de crescimentos Tecnal® Model 50 (Tecnal,
Campinas, Brasil) ajustadas para 27°C. As estimativas da esterilidade do pólen (%) seguiram as

condições e protocolos acima descritos.

64.2.4.2. Extração e quantificação de DNA 

A extração de DNA foi realizada de acordo com os procedimentos descritivos por Ferreira e
Grattapaglia (1998). A concentração de DNA foi quantificada utilizando um espectrofotômetro UV

Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech) e/ou por visualização em gel de eletroforese de agarose a 0,8%
corado com EtBr (10 mg mL-1) e visualizado sob luz UV. Os géis foram fotodocumentados utilizando

um equipamento Eagle Eye (Stratagene). A intensidade da banda foi comparada com padrões de
Lambda DNA de 10, 50, 100 e 200 ng uL-1 e a concentração final ajustada para 2,0 ng uL-1.

4.2.4.3. Seleção de marcadores

Um total  de seiscentos  e  cinqüenta  e  nove  marcadores  microssatélites  foram avaliados

neste  estudo,  dos  quais 462  (70,1%)  eram  baseados  em  pares  de  primers  não  marcados  e
analisados em géis de poliacrilamida ou em géis de agarose. Outros 197 marcadores (29,9%) foram

marcados  com  fluorocromos  e  analisados  com  um  seqüenciador  de  DNA  ABI  377  (Applied
Byosistems).  Oitenta  marcadores  microssatélites  foram  selecionados  de  pesquisas  recentes

voltadas para o desenvolvimento de marcadores em arroz (Wu & Tanskley, 1993; Akagi et al., 1996;
Panaud et al., 1996; Chen et al., 1997; Brondani, 2000; Temnykh et al., 2002). Os marcadores não

marcados consistiram em 312 (67,53%) da série RM, 105 (22,73%) da série OG, 37 (8,01%) da
série OS, e 8 (1,73%) da série STSG. Os primers fluorescentes incluíram 89 (45,18%) tetras, 20

(10,15%) tris, 38 (19,80%) dis, e 50 (25,38%) marcadores com motivos complexos. 
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4.2.4.4. PCR e análise de polimorfismo de DNA 

Todos os pares de marcadores não marcados foram amplificados utilizando máquinas de 96
poços Thermal Cycler PT-100 (MJ research) em reações de 13 uL de volume final, contendo 9 ng

DNA molde, 0,3 uM de cada primer, 0,1 uL de 50% DMSO, 0,25 mM de cada dNTP, 1,5 mM MgCl2,
tampão de reação 1X, e 1 unidade de Taq DNA polimerase. As condições de amplificação foram as

seguintes:  desnaturação durante  5  minutos a 94°C; 30 ciclos de 94°C durante  1  minuto,  56°C
durante 1 minuto e 72°C durante 2 minutos; etapa de extensão final  a 72°C durante 7 minutos

(Ferreira & Grattapaglia,  1998; Brondani,  2000;  Beló,  2001).  As temperaturas de anelamento de
alguns  primers  foram  ajustadas  para  52  ou  58°C.  As  reações  de  PCR  para  os  marcadores

fluorescentes foram realizadas separadamente com um volume final de 13 uL e amplificadas por 30
ciclos de 94°C durante 1 minuto, 55°C/58°C/60°C (de acordo com os primers) durante 1 minuto e

72°C durante 2 minutos. 
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4.2.4.5. Genotipagem da população 

Noventa e três indivíduos da F2, as duas linhagens genitoras (IR50 e IR68945-4-33-14-48)

e  a  geração  F1  foram  genotipados  utilizando  os  marcadores  informativos  obtidos  a  partir  do
“screening” para polimorfismo dos marcadores de DNA. Os produtos de PCR dos marcadores não

marcados foram separados e visualizados depois de eletroforese em gel de agarose 3,5% com 0,15
mg/mL de EtBr, ou em gel de acrilamida desnaturante 4% corados com nitrato de prata (AgNO3).

Os marcadores fluorescentes foram separados em gel de poliacrilamida desnaturante 4% utilizando
um seqüenciador  de  DNA ABI  Prism 377  (Applied  Biosystems).  Antes  da  separação,  3  uL  do

produto de PCR foram adicionados a igual volume de uma solução de formamida (4,5:0,5 uL de
formamida: ROX 500) para prevenir que a alta concentração de sais influenciasse negativamente a

corrida. Depois da eletroforese, o programa do seqüenciador ABI Prism 377 coletou os dados da
detecção  de  fluorescência  automática  para  a  determinação  do  tamanho  e  quantificação  dos

fragmentos amplificados. O programa GeneScan Analysis v. 3.1.2 (Applied Biosystems) determinou
o tamanho de cada produto marcado e comparou com a curva dos tamanhos padrão (ROX) com a

curva dos fragmentos da amostra, enquanto que a avaliação dos alelos foi realizada utilizando o
programa Genotyper v 2.5.2 (Applied Biosystems).

4.2.4.6. Análise estatística

4.2.4.6.1.  Macho-Esterilidade  Gênica  Termo-Sensível  –  Os  dados  fenotípicos  TGMS  foram

testados para a Normalidade, Curtose e Assimetria utilizando o Teste Lilliefors/Kolmogorov-Smirnov,
com o programa GQMOL versão 2.1 (Cruz & Schuster, 2004). 

4.2.4.6.2. Análise de segregação dos marcadores – A segregação dos marcadores foi avaliada

através do programa GQMOL versão 2.1 (Cruz & Schuster, 2004) aplicando o teste estatístico qui-

quadrado  (χ2)  para  uma  proporção  de  segregação  esperada  de  1:2:1  para  marcadores
codominantes segregando numa população F2 com um nível crítico p=0,001 (2 g.l.). O Fator de

Correção de Bonferroni foi aplicado aos dados de segregação (Cruz & Schuster, 2004). Os locos
marcadores eventualmente mostrando distorção de segregação foram, posteriormente, analisados
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para a natureza da distorção, se gamética ou zigótica. A natureza da distorção foi determinada pelo

uso seqüencial de testes  χ2 (Lorieux et al.,  1995).  No primeiro teste, a hipótese nula assumindo
igualdade  das  freqüências  alélicas  [Ho:p(A)=q(B)]  foi  testada  por

( ) ( )[ ] nnnqnnpGL /22 22
)1(

2 −+−==χ ,  onde  nAA é  o  número  de  homozigotos  para  alelos  da

variedade  O. sativa  spp.  indica var. IR50, nAB é o número de heterozigotos,  nBB é o número de
homozigotos  para  alelos  da variedade  O. sativa  spp.  indica var.  IR68945-4-33-4-14-48 (TGMS),

( ) 2/)( ABAA nnAp +=  ,  2/)( ABBB nnBp +=  e  n,  o número total de indivíduos na população.

Valores significantes de χ2 são uma indicação inicial de seleção gamética, resultante, portanto, das

diferenças nas freqüências alélicas (p≠q) expressa através da vantagem seletiva de um genótipo
sobre os outros. No segundo teste, uma avaliação do cruzamento aleatório sob Equilíbrio de Hardy-

Weinberg (HWE) com uma distribuição esperada expressa pela equação p2+2pq+q2 foi testada por

 ( )[ ] ( ) ( )[ ][ ]2222222
)1(

2 /2/2/ nqnqnnpqnpqnnpnpn BBABAAGL −+−+−==χ , onde p2 é o número
de  homozigotos  esperado  para  alelos  da  variedade  IR50  (AA),  2pq  é  o  número  esperado  de

heterozigotos (AB), e q2 é o número de homozigotos esperado para alelos da variedade IR68945-

433-4-14-48 (BB). Valores significativos de χ2 indicam que as freqüências genotípicas observadas
diferem das esperadas. Ambos os testes são complementares e juntos eles indicam a natureza da

distorção (Lorieux et al., 1995). Se os valores de χ2 ou se o primeiro teste não for significativo, mas

o segundo for, então o tipo de  seleção é zigótica. Se os valores de χ2 forem significativos para o

primeiro teste e não significativos para o segundo, a seleção é gamética. 
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4.2.4.7. Mapeamento genético baseado em marcadores microssatélites 

Um mapa genético de ligação baseado nos dados genotípicos da F2 para os marcadores

microssatélites  que  foram  polimórficos  entre  os  parentais  foi  construído  utilizando  o  programa
MAPMAKER/EXP versão 3.0 (Lincoln et al., 1992a). Somente os marcadores genotipados em 77 ou

mais indivíduos da F2 foram considerados para análise. Um valor de “LOD” de 3,0 e um máximo de
freqüência de recombinação de 0,30 foram utilizados para agrupar os marcadores microssatélites

em potenciais  grupos  de  ligação.  Análise  de  três  pontos  e  pontos  múltiplos  foi  efetuada  para
encontrar a ordem mais provável dos locos dentro dos eventuais grupos de ligação observados. A

ordem final dos locos em cada grupo de ligação foi testada pela remoção de um loco por vez e
verificação  das  inconsistências.  Os  eventos  de  dupla  recombinação  foram  examinados,  e  os

resultados originais verificados novamente antes de se atribuir à ordem final dos grupos de ligação.
As freqüências de recombinação foram corrigidas baseadas na função de distância de mapa de

Kosambi  como  executado  pelo  Mapmaker  (Kosambi,  1944).  A  posição  dos  marcadores  foi
confirmada com os comandos “ripple” e “try” para permitir as comparações com os mapas de arroz

publicados. O uso de marcadores mapeados por Brondani (2000) e aqueles publicados no Banco de
Dados Gramene (Gramene, 2005) - Cornell SSR 2001 Map e IRMI 2003 Map – permitiram a rápida

identificação dos grupos de ligação e a determinação das posições dos marcadores não ligados, de
acordo com a nomenclatura dos cromossomos de arroz.

4.2.4.8. Detecção de locos TGMS pelo χ2 de tabelas de contingência 

A ligação entre locos marcadores e QTL TGMS foi testada pelo teste  χ2 numa tabela de

contingência 3x3 (
∑ −

=
k

e
eo

1

2)(
2χ

), com três classes de genótipos (AA; AB e BB) e três classes

fenotípicas (0%-30%; 31-60% e >61% de fertilidade), nível crítico p = 0,001, 4 g.l., (Preacher, 2001).
Esta análise foi realizada para comparar com os métodos descritos abaixo, baseados nos dados

fenotípicos contínuos.
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4.2.4.9. Análise de mapeamento de QTLs TGMS 

O mapeamento  de locos  de características  quantitativas  baseado  em dados  fenotípicos
contínuos foi  realizado utilizando as análises de “single-point”  e de “interval-mapping”.  Um LOD

mínimo de 3,0 foi assumido quando utilizando o programa MAPMAKER/QTL versão 1.1 (Lincoln et
al., 1992b) para análise de mapeamento por intervalo. O programa QTL Cartographer (Basten et al.,

2005) possibilita a análise de QTLs utilizando métodos de mapeamento “single-point"  pelos testes
de regressão linear e “F” utilizando planilhas mapmaker. A análise de “single-point” foi efetuada com

regressão linear, onde a variável dependente foi o valor da característica (% de pólen estéril) e a
independente foi o estado do alelo no loco. A proporção de variância fenotípica (σ2p) explicada pelo

QTL foi calculada como o quadrado do coeficiente de correlação parcial (R2). Os efeitos aditivos (d)
e os efeitos de dominância (h) foram estimados como descrito por Lincoln et al. (1992b).

4.2.5. Resultados e Discussão

4.2.5.1. Distribuição e segregação dos dados de macho-esterilidade 

A característica TGMS tem sido usualmente estudada sob premissa de que um ou poucos

alelos podem estar envolvidos no seu controle. Na maioria dos estudos de mapeamento dos locos
TGMS,  a  variação  fenotípica  tem  sido  tratada  como  dado  binário  (isto  é,  estéril  x  normal).

Entretanto, apesar da observação de uma variação na fertilidade do pólen variando de 0 a 100% em
plantas  da  F2  derivadas  do  cruzamento  entre  linhagens  fértil  e  TGMS,  cada  planta  tem  sido

simplesmente classificada em somente duas classes, isto é, estéril ou fértil. Esta simplificação pode
ser vantajosa para detecção de genes principais, especialmente quando a estratégia de mistura de

DNA tal como BSA (bulked segregant analysis) é utilizada (Michelmore et al., 1991), o que tem sido
o caso de alguns estudos (Wang et al, 1995; Subudhi et al, 1997; Dong et al, 2000; Reddy et al.,

2000).   Nesses  estudos,  as  plantas  foram classificadas  em apenas  duas  classes  de  acordo  a
percentagem de pólen corado pelo IKI.  Por exemplo, plantas como menos de 5% de pólen corado

foram consideradas  estéreis,  enquanto  que plantas  tendo mais de 50% de pólen corado  foram
classificadas como férteis no estudo desenvolvido por Dong et al. (2000). Uma escala ainda que

ligeiramente  diferente,  considerou  plantas  com menos  de  20% de  pólen  corado  como estéreis,
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enquanto  plantas  tendo  mais  de  20% de pólen  corado  como férteis  (Reddy  et  al.,  2000).  Esta
simplificação de classificação dos segregantes em apenas duas classes pode limitar a possibilidade

de verificação da existência de mais de um loco TGMS na mesma população segregante.

A esterilidade do pólen parece ser uma característica complexa, controlada por vários locos
que  influenciam  o  número  de  vias  metabólicas  envolvidas  no  desenvolvimento  do  pólen.  A

distribuição  contínua  dos  dados  de  esterilidade  termo-sensível  em populações  segregantes  F2
indica que a análise de QTLs (Lander & Botstein, 1989; Tanksley et al., 1989; Paterson et al., 1991)

poderia ser apropriada ao mapeamento de regiões genômicas associadas com o controle TGMS.
Os  dados  da  macho-esterilidade  gênica  termo-sensível  observados  na  população  F2  estudada

mostram  uma  distribuição  com  média  e  desvio  padrão  de  38,72  e  30,95%  de  pólen  fértil,
respectivamente  (Figura  8;  ANEXO  V).   Os  dados  não  se  ajustam  a  uma distribuição  normal,

mostrando uma assimetria de 0,47 (p = 0,055) (com ligeira inclinação para os valores mais baixos
de fertilidade) e uma curtose de -0,96 (p = 0,0012) (relativamente achatada). O teste de Liilliefors

para a distribuição normal indica que os dados não são normalmente distribuídos a um nível de
significância de 5% (D=0,13; p=0,079). O coeficiente de variação (CV%) foi alto (79%). A mesma

linhagem TGMS utilizada neste estudo (IR68945-4-33-4-14-48) foi também utilizada por Reddy et al.
(2000) no desenvolvimento de uma população F2 para mapeamento de locos TGMS. Nesse estudo,

a população F2 apresentou uma distribuição que não se ajusta a proporção 3:1 esperada para uma
característica  recessiva  monogênica  (Reddy  et  al.,  2000).  A  população  F2  segregando  TGMS

estudada mostrou uma distribuição fenotípica (Figura 8), portanto, que é contínua e não binária. 

Figura 8 - Distribuição da fertilidade
do  pólen  da  população  segregante  F2  derivada  do   cruzamento  entre  as  linhagens
genitoras IR68945-4-33-4-14 (TGMS) x IR50 (fértil). 

4.2.5.2. Segregação dos marcadores 
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Embora  um dos  critérios  usados  para  a  seleção  das  linhagens  genitoras  tenha  sido  a
maximização da distância genética entre a linhagem TGMS e a linhagem fértil, o polimorfismo de

DNA entre as duas linhagens genitoras foi considerado baixo do ponto de vista do experimento,
corroborando as estimativas de limitada distância genética entre elas (Alcochete, 2005 - Capítulo 1).

Cento  e  dezesseis  marcadores  microssatélites  foram  selecionados  para  a  análise  de  QTLs,
mostrando o padrão claro de segregação entre das duas linhagens parentais. (Figura 8). A maioria

dos  marcadores  mostrou  uma  proporção  de  segregação  de  acordo  com  as  expectativas
Mendelianas.  Entretanto,  dezessete  marcadores  (14,65%)  mostraram  segregação  distorcida

(p<0.001),  depois  de  aplicado  o  Fator  de  Correção  de  Bonferroni  (Cruz  & Schuster,  2004).  Os
marcadores  distorcidos  foram observados  no  cromossomo  2  (RM244,  RM263B,  OS1  e  OG93),

cromossomo 5 (RM7653 e RM7453), cromossomo 8 (RM7452, M38, OG85 e RM14B), cromossomo
9  (RM7576)  e  cromossomo  12  (RM7113,  RM247  e  RM28B).  Um  baixo  nível  de  marcadores

distorcidos foi esperado na população segregante visto que as duas linhagens parentais mostram
uma  alta  similaridade  genética  (Alcochete,  2005  –  Capítulo  1).  A  distorção  de  segregação

observada  (14,65%)  é  muito  mais  baixa  do  que  a  observada  em  cruzamentos  envolvendo
variedades japonica e indica, o qual pode variar de 17% a 70% (Xu et al., 1997). Entretanto, ela é

mais  alta  do  que  a  distorção  (0.076%)  recentemente  reportada  num  cruzamento  entre  duas
variedades com a característica de macho-esterilidade gênica fotoperíodo-sensível da subespécie

indica (He et al., 1999).

Oito marcadores distorcidos (RM7452, RM7653, RM248, RM38, OG85, RM7453, RM244,
RM214B)  mostraram distorção  a  favor  da  linhagem genitora  IR50;  cinco  marcadores  (RM263b,

RM7113,  RM247,  RM228a  e  RM7161)  mostraram  distorção  em  direção  da  linhagem  genitora
IR68945-4-33-4-14-48; três marcadores (OS11, OG93 e RM120) mostraram distorção em direção

de  heterozigotos;  e  o  marcador  RM7576  (0,86%)  mostrou  distorção  em  direção  a  ambos  os

homozigotos.  Valores de  χ2  altamente significativos para todos os marcadores distorcidos foram
observados (p <0.0001) e a análise dos dados (Lorieux et al., 1995) indicou seleção zigótica como a

causa da distorção da segregação. Harushima et al., (1996) e Lyttle (1991) enfatizam que o desvio
das  proporções  de  segregação  Mendelianas  esperadas  tem  sido  observado  em  progênies  de

híbridos intra- e inter-específicos de arroz e sugeriram a causa desse desvio como sendo devida a
fatores de distorção da segregação geneticamente ligados aos marcadores distorcidos,  os quais

98



afetam a competição dos gametas ou o aborto do gameta ou do zigoto. Guiderdoni (1989) num
estudo de progênies F2 obtidas de cinco híbridos entre arroz  indica e  japonica verificaram que a

causa  da  distorção  era  a  seleção  gamética  devido  a  esterilidade  intervarietal  durante  a
gametogênese. Não há evidências sugerindo uma relação de causa-efeito entre a seleção zigótica e

o controle de TGMS no cruzamento entre IR68945-4-33-4-14-48 e IR50. 
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(a)

(b) (c)

Figura 9 - Genotipagem de marcadores microssatélites de uma população F2 derivada do cruzamento
entre  as  linhagens  genitoras  O.  sativa  IR68945-4-33-4-14-48  (P1)  x  O.  sativa  IR50  (P2).  (a)
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Segregação dos alelos do marcador OG11 em eletroforese de gel de poliacrilamida 4% corada com
nitrato de prata; (b) Segregação dos alelos do marcador OS9 em eletroforese de gel de agarose (3,5%)
corado com brometo de etídio; (c) Electroferogramas do marcador RM7012 mostrando os genótipos da
linhagem IR50 (fértil), IR68945-4-33-4-14-48 (TGMS) e sua F1. Os eixos verticais indicam intensidade
de  fluorescência  medida  por  um  seqüenciador  de  DNA  ABI  Prism  377  DNA.  O  eixo  horizontal
representa a estimativas dos tamanhos dos produtos em pares de base. M = 1 Kb Ladder.

4.2..5.3. Mapeamento de QTLs TGMS no genoma de arroz

Um mapa de ligação compreendendo 1.213,3  cM foi  construído baseado  nos dados de
segregação  da população  F2.  Noventa  e  cinco  de  um total  de  cento  e  dezesseis  marcadores

microssatélites testados foram reunidos em 11 grupos de ligação com uma média de 12,77 cM entre
marcadores adjacentes e 8,6 cM marcadores por grupo de ligação. Para permitir a recombinação

entre vários marcadores de posição conhecida no genoma de arroz, um valor  de θ de 0,40 foi
inicialmente usado. O mapa foi alinhado com informação de outros mapas genéticos do genoma de

arroz (Wu & Tanskley, 1993; Akagi et al., 1996; Panaud et al., 1996; Chen et al., 1997; Brondani,
2000; Temnykh et al., 2002).

Associações significativas entre os genótipos marcadores e o fenótipo TGMS foram inicialmente

testadas pelo teste de χ
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2 numa tabela de contingência. Para esse fim, indivíduos segregantes da F2 foram classificados em
apenas três classes fenotípicas (0%-30%; 31-60% e >61% fertilidade), de forma similar ao que vem

sendo feito noutros estudos. Usando esta metodologia, somente um marcador (RM7012), localizado

no  cromossomo  7,  mostrou  associação  significativa  com a  característica  TGMS  (χ2 4df =6,567,
p=0,0020). 

A  análise  de  QTL  inicialmente  realizada  pela  análise  individual  de  marcadores  também

descriminou o marcador RM7012 como associado a uma região controlando TGMS em arroz (R2 =
13.74;  p  =  0.0003).  A  análise  de mapeamento  por  intervalo  detectou  intervalos  de marcadores

associados de forma significativa com TGMS com valores de LOD acima de 3,00 (Figura 10). A
região incluindo o marcador RM7012 no cromossomo 7 foi novamente detectada como associada

ao controle de TGMS em arroz, mas duas outras regiões no cromossomo 1 (intervalo RM9-RM246)
e cromossomo 12 (intervalo RM228A-RM247), que não haviam sido descritas ainda, foram também

detectadas. A metodologia de mapeamento de QTLs baseada na distribuição contínua dos dados
fenotípicos foi eficiente na detecção de outras regiões cromossômicas associadas ao controle da

característica TGMS que não foram detectadas quando o fenótipo foi tratado como característica
binária.
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Figura  10  –  Mapeamento  de  TGMS  QTLs  baseado  na  análise  de  mapeamento  por  Intervalo
Simples dos cromossomos de arroz: (a) QTL TGMS localizado no cromossomo 1 (LOD = 3,90); (b)
QTL TGMS localizado no cromossomo 7 (LOD = 3,19); (c) QTL TGMS localizado no cromossomo
12 (LOD = 3,92).

O  principal  TGMS QTL  mapeado  neste  estudo,  associado  ao  marcador  RM7012,  está

localizado no cromossomo 7 (LOD = 3,90; d = -20,73; h = 0,34; σ2p = 19,20), onde o loco tms2 foi
previamente mapeado (Yamaguchi et al., 1997; Lopez et al., 2003). A estimativa do efeito aditivo

sugere  que  o  alelo  IR68945-4-33-4-14-48  contribui  para  a  redução  da  fertilidade  neste  QTL,
enquanto  a  dominância  é  negligível.  O  cromossomo  7  de  arroz  também  inclui  um  loco  QTL

associado ao controle genético da macho-esterilidade gênica fotoperído-sensível (PGMS) e um QTL
para a estertilidade do pólen (Doi et  al.,  1998).  Análises suplementares são necessárias para a

verificação das relações alélicas entre o QTL TGMS detectado no presente estudo e outras regiões
previamente associadas a macho-esterilidade descritas no mesmo cromossomo (Yamaguchi et al.,

1997; Doi et al., 1998; Lopez et al., 2003;). 

No  cromossomo  1  (Figura  10),  os  dados  indicam  um  QTL  TGMS  na  vizinhança  dos
intervalos incluindo os marcadores RM9-RM246 (LOD = 3,19; d = -12,64; h = -51,35; σ2p = 74,70). A

sobredominância  é  reconhecida  numa  localização  cromossômica  se  a  proporção  do  efeito  de
dominância em relação ao valor absoluto dos efeitos aditivos é maior do que a unidade. Os valores

de d e h sugerem que o alelo IR68945-4-33-4-14-48 contribui para a redução da fertilidade do pólen
neste QTL e mostra sobredominância. QTLs para esterilidade da espigueta (Li et al., 1997; Nagata

et al., 2002), esterilidade da geração F2 (Li et al., 1997; Wang et al., 2002) e fertilidade do pólen (Li
et al., 1997) foram localizados neste mesmo cromossomo. 
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Os dados também indicam um QTL TGMS no intervalo RM228A-RM247 no cromossomo 12

(LOD = 3,92;  d  = -10,99;  h = 44,64;  σ2p  = 69,40). As estimativas do efeito aditivo para este QTL
sugerem  que  alelo  de  IR68945-4-33-4-14-48  reduz  a  fertilidade  do  pólen.  Entretanto,  a

sobredominância foi também detectada, um efeito do alelo proveniente da linhagem genitora IR50.
Um QTL de macho-esterilidade gênica fotoperído-sensível (PGMS) foi identificado no cromossomo

12 (Mei et al., 1999) bem como um QTL para a fertilidade do pólen (He & Xu, 2000). Dois locos
PGMS  foram  mapeados  no  cromossomo  7  e  12  (Mei  et  al.,  1999).  Experimentos  posteriores

deverão revelar a relação entre essas regiões e os QTLs TGMS detectados no presente estudo.
 

Os  genes  TGMS  devem  ser  transferidos  para  linhagens  com  diferentes  background

genético para maximizar a chance de se obter boas combinações de híbridos. A introgressão de

genes TGMS para linhagens de arroz geneticamente diversas pode ser facilitada pela informação
de marcadores moleculares. O uso de marcadores moleculares no melhoramento assistido facilitará

e acelerará o processo de introgressão de genes TGMS para linhagens com background genético
mais amplo. Alguns esforços têm sido feitos recentemente nesta direção (Lopez et al., 2003). Os

marcadores microssatélites flanqueando os QTLs TGMS serão úteis como ferramentas de seleção
na  obtenção  de  linhagens  TGMS  para  a  produção  de  híbridos  de  arroz.  Os  intervalos  de

marcadores  descobertos  neste  estudo  podem  ser  utilizados  como  um ponto  de  partida  nestes
esforços. O sistema de duas linhagens baseado na característica TGMS poderá ser útil na produção

de arroz híbrido em países tropicais tal como o Brasil.  Uma metodologia possível será o cultivo de
linhagens TGMS e linhagens férteis em regiões onde a média da temperatura ambiental durante a

fase de iniciação da panícula e floração seja maior do que 25-30°C.  Há um grande número de
regiões que se ajustam a este requisito  em períodos específicos do ano no país.  As linhagens

TGMS deverão ser testadas para identificar as regiões geográficas e estações onde à expressão da
esterilidade é completa e a expressão da fertilidade máxima. 
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5. DISCUSSÃO GERAL

5.1. Material Vegetal

O  material  vegetal  utilizado  neste  estudo  constituiu-se  de  cultivares  de  arroz  indica

conhecidos (METICA1, BR IRGA, BG90-2, CICA 8, IR50, IR36), linhagens TGMS (TGMS70977_12,

TGMS70977_26,  TGMS68940,  TGMS70987,  TGMS68935,  TGMS71018,  TGMS70989,
TGMS68944 e TGMS68945),  alguns  acessos  de arroz  japonica (TomoeMochi,  IAC 166)  e uma

vasta  amostragem  de  variedades  tradicionais  de  arroz  coletadas  no  território  brasileiro.  Esse
material biológico constitui parte dos cerca de 10,000 acesos de arroz do Banco de Germoplasma

de  Arroz  da  EMBRAPA  Arroz  e  Feijão  (Abadie  et  al.,  2005).  Parte  desses  acessos  tem sido
caracterizada  morfologicamente  para  vários  descritores  morfológicos  e  para  alguns  índices

agronômicos. Este tipo de avaliação apresenta limitações concernentes à definição e validação de
caracteres neutros, ao custo do estabelecimento de manutenção de um experimento de campo,

tempo  de  avaliação  e  interação  genótipo  x  ambiente.   O  recurso  à  caracterização  molecular,
envolvendo marcadores moleculares microssatélites, permite-nos estabelecer com maior clareza os

vínculos genéticos entre os diferentes acessos, linhagens ou cultivares e, conseqüentemente, uma
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melhor  organização  do  germoplasma  no  Banco  de  Germoplasma.   Permite  ainda  enriquecer  o
conhecimento para melhorar  a estratégia  de coleção futura de germoplasma,  e possibilitar  mais

eficazmente a utilização desse material em programa de melhoramento.
 

Várias linhagens de arroz foram selecionadas para cruzamentos específicos com linhagens
TGMS.  O cruzamento  envolvendo  as  linhagens  IR50  e  IRTGMS-68945-4-33-14-48  resultou  em

quantidades suficientes de sementes que possibilitaram a obtenção de uma população segregante
F2, adequada a estudos de mapeamento genéticos. Esta população, constituída por 93 indivíduos,

seus  genitores  e  híbrido  F1,  foi  genotipada  utilizando  os  marcadores  informativos  obtidos  do
screening de marcadores microssatélites polimórficos no cruzamento, com vistas ao mapeamento

de genes TGMS no genoma do arroz.

A  análise  de  agrupamento  baseada  em  estimativas  de  distância  genética  de  alelos
“partilhados” utilizando o método de Neighbour-Joining permitiu identificar grupos de acessos de

arroz muito próximos geneticamente. O dendrograma resultante mostra os acessos distribuídos em
dois grupos, um constituído por 55 acessos (Cluster 1) e outro composto por 243 acessos (Cluster

2).  O Cluster 1 inclui acessos que não são claramente classificados como variedades indica ou
japonica.  Nenhum dos acessos tipicamente japonica incluídos neste estudo (ex. TomoeMochi, IAC

166)  bem como acessos típicos de  indica (ex.  IR-50,  Cica 8,  BG 90-2)  estão próximos  aos 55
acessos do Cluster 1.  Nota-se que num estudo similar (Pessoa Filho,  2004),  esses 55 acessos

formaram um cluster distinto dos acessos de indica e de japonica.
 

O  segundo  grupo  principal  (Cluster  2),  o  maior  grupo,  é  composto  de  arroz   indica e
japonica subdivididos em cluster menores.  No geral, os acessos de background genético conhecido

como japonica agruparam com outros tipos de japonica.  O mesmo foi observado em relação aos
tipos indica.  Este estudo foi importante para se ter uma primeira indicação do background genético

da maioria dos acessos tradicionais na coleção de arroz.  Alguns exemplos chamam a atenção,
como é o caso de nove acessos de arroz vermelho que foram genotipados pela primeira vez com os

painéis múltiplos de marcadores microssatélites. Esses acessos têm sido coletados em pequenas
vilas do Nordeste do Brasil, onde tradicionalmente os agricultores dão maior valor ao arroz vermelho

do que o arroz normal por razões culinárias.  Os acessos Arroz Vermelho 1, Arroz Vermelho 2, Arroz
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Vermelho 3 e Arroz Vermelho 9 formam um grupo com Ciwini e Basmati 370, conhecidos como tipo
indica (Beló, 2001; Fatima et al., 2002).  Basmati 370 é um arroz aromático, com boa qualidade e

grãos extra-longos e alongamento depois de cozido.  Entretanto,  este cluster também inclui  uma
variedade  chamada  Mochi  Gome,  que  é  um nome  comum para  variedades  de  arroz  marrom,

glutinosas cultivadas no Japão. Os outros acessos de Arroz Vermelho também agrupam com tipo
indica em outros grupos.   Por exemplo,  Arroz Vermelho (7) e Arroz Vermelho (8) agrupam com

Oryzica 1, Cica 8 e BG 90-2, enquanto Arroz Vermelho (4) agrupa com as linhagens TGMS indica.
Os acessos Arroz Vermelho 5 e Arroz Vermelho 6 pertencem a um grupo separado que não inclui

nenhum tipo indica bem conhecido e é composto na sua maioria por acessos com nomes muito
comuns.  Pode-se notar  que as variedades tradicionais  chamadas de Arroz Vermelho são muito

diversas e podem ser distinguidas com base na análise de genotipagem multilocos.
 

Todas  as  linhagens  macho-estéreis  gênicas  termo-sensíveis  (TGMS)  estão  agrupadas
juntas  (linhagens  TGMS70977_12,  TGMS70977_26,  TGMS68940,  TGMS70987,  TGMS68935,

TGMS71018,  TGMS70989,  TGMS68944  e TGMS68945),  formando um grupo  com as linhagens
indica IR 36, IR50 e Metica 1. A linhagem TGMS68935 foi cruzada com  IR50 (normal)  com vista o

desenvolvimento  de  populações  segregantes  utilizadas  no  mapeamento  de  locos  gênicos  do
controle  de TGMS no genoma de arroz.

É interessante notar que acessos com o mesmo nome comum, algumas vezes agrupam

juntos (ex. Agulha (1), Agulha (2) e Agulha (3) ou Carolina (1) e Carolina (2)) enquanto que outras
vezes não (ex. Caqui ou DeAbril).  Isto é uma indicação clara de que os genótipos com o mesmo

nome comum são  geneticamente  diferentes,  especialmente  quando  variedades  tradicionais  são
consideradas.

5.2. Genotipagem utilizando painéis múltiplos de marcadores

A  genotipagem  semi-automática  utilizando  painéis  de  microssatélites  marcados  com

fluorescência e genotipados em seqüenciador de DNA oferece muitas vantagens sobre as técnicas
tradicionais  baseadas  em  PAGE/coloração  com  prata  ou  resolução  em  agarose  corada  com

brometo de etídio. A maior vantagem é a maior quantidade de informação genotípica em cada gel
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analisado pela a possibilidade de juntar o produto de várias PCRs ou o produto da PCR de vários
primers  simultâneos  em  um  único  gel.  Outra  vantagem  desse  sistema  de  genotipagem  é  a

significante melhoria da determinação do tamanho dos alelos devido ao uso de fragmentos internos
de tamanho padrão, a disponibilidade de algoritmos de inferência do tamanho em pares de bases

dos alelos amplificados e a automação da obtenção eletrônica dos dados obtidos no seqüenciador
de DNA. Em geral, a genotipagem em seqüenciador de DNA aumenta a velocidade e a acurácia da

coleta de dados e o seu processamento. A alta sensitividade de detecção a laser dos produtos de
PCR também reduz o volume necessário (e, portanto, o custo) da PCR e possibilita a detecção de

locos de difícil amplificação. O uso de fluorescência baseada na análise automática de fragmentos
de  restrição  foi  primeiro  reportado  por  Carrano  et  al.  (1989).  O  método  foi  então  adaptado  e

melhorado para a análise de microssatélites posteriormente  (Edwards et  al.,  1991; Ziegle et  al.,
1992). 

Os métodos  automáticos  de genotipagem com SSR estão substituindo gradualmente os

sistemas manuais na pesquisa genética de plantas. Esses novos métodos facilitam a aplicação de
marcadores microssatélites para o mapeamento (Rhodes et al., 1998; Ponce et al., 1999), análise

de pedigree (Lexer et al., 1999), fingerprinting de acessos (Carrano et al., 1989), e avaliação de
diversidade genética (Diwan & Cregan, 1997; Macaulay et al., 2001). A gestão mais eficiente de uma

coleção de germoplasma é também facilitada (Mitchell et al., 1997; Belo, 2001; Pessoa Filho, 2004). 

Em  arroz,  Blair  et  al.  (2002)  descreveu  o  uso  de  27 marcadores  SSR  fluorescentes
organizados  em quatro  painéis  para  o  estudo  de  diversidade.  Mais,  recentemente  Belo  (2000)

desenvolveu  um pentaplex  e  um hexaplex  e  Pessoa  Filho  (2004)  um segundo  pentaplex  para
genotipagem  de  locos  microssatélites  de  arroz,  totalizando  16  locos  distribuídos  em diferentes

cromossomos de arroz e passíveis de análise com apenas três reações de PCR. Como ferramenta
para o “scan” de genomas, os painéis múltiplos baseados em marcadores microssatélites podem ser

eficazmente  utilizados,  por  exemplo,  no  mapeamento  genômico,  na  avaliação  da  diversidade
genética, e na estimativa das relações genéticas entre acessos do banco de germoplasma de  O.

sativa .

A principal limitação da genotipagem em grande escala utilizando microssatélites é a edição
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manual da determinação alélica em cada loco. Embora a determinação automática dos alelos venha
sendo  aplicada  eficazmente,  a  capacidade  de  realizá-la  com  acurácia  só  é  assegurada  pela

inspeção manual dos electroferogramas para confirmação. A limitação é particularmente importante
na análise de microssatélites baseados em repetições de dinuncleotídeos, visto que neste caso o

nível de sttutering observado na detecção alélica é maior do que em repetições de trinucleotídeos
ou tetranucleotídeos. Pálsson et al. (1999) descreveram um método paramétrico (Decode-GT) para

controlar a qualidade da chamada dos alelos do programa TrueAllele (TA). Este método possibilita a
leitura dos dados e classifica os alelos em “bons”, “ruins” e “ambíguos”. O método descarta os alelos

“ruins” e sugere uma revisão manual para os ambíguos, reduzindo o tempo de edição manual e o
erro de chamada dos alelos para 1%. Esta estratégia pode ajudar a reduzir o tempo consumido na

edição  manual  dos  alelos,  principalmente  quando  a  genotipagem  envolve  várias  centenas  de
acessos. 

Os painéis múltiplos de microssatélites utilizados no Capítulo 1 já haviam sido testados em

outros  estudos  (Beló,  2001; Pessoa  Filho,  2004)  e  mostraram  eficiência  na  separação  de
variedades, linhagens ou cultivares de arroz entre as subespécies indica e japonica, bem como seus

híbridos, e na detecção de alto nível de polimorfismo.  Resultados similares foram encontrados no
presente estudo.  A maioria dos locos mostrou amplitude alélica dentro do esperado com exceção

de OG61 e OG81, marcadores baseados em repetições de dinucleotídeos, com amplitudes alélicas
de 64 pb e 32 pb contra 58 pb e  18 pb esperados.  Os locos RM335 e RM418,  repetições  de

trinucleotideos, também mostram variação dos tamanhos dos alelos diferente do esperado, 66 pb
(73 pb esperados) e 63 pb (52 pb esperados), respectivamente.  Seis marcadores apresentaram

amplitude alélica maior do que o observado por Belo (2000) e menor do que o descrito por Pessoa
Filho (2004). A causa deste resultado pode estar na diferença de tamanho amostral nos diferentes

estudos e potencial detecção de alelos raros devido a diferenças de composição das amostras.  

A quantidade de dados faltantes, na genotipagem, pode causar distorção durante a análise
de  comparação  dos  genótipos  multilocos.  Amostras  com mais  de  quatro  locos  faltantes  foram

retiradas da análise. Assim, do um total de 364 amostras originalmente genotipadas, somente 298
acessos foram incluídos na análise final. Os dados faltantes têm sido descritos como alelos nulos,

presentes  nos  acessos  analisados,  ou  falhas  de  amplificação.  De  um  modo  geral  as  falhas
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ocorreram nos locos microssatélites marcados com fluorescência amarela (HEX), principalmente os
locos  RM475 (31,9%),  OG61 (29,9%),  RM259  (13,3%) e um loco 6-FAM, RM418 (15,8%).   Os

marcadores não foram sintetizados ao mesmo tempo e o tempo pós-síntese pode ter  efeito  na
eficiência da detecção da fluorescência.

5.3. Análise de Agrupamento e Estruturação das Amostras

A análise  de  agrupamento  dos  298 acessos  analisados  pelo  método  Neighbour-Joining,

mostrou a formação de dois grupos principais, com vários subgrupos neles contidos. O padrão de
agrupamento foi utilizado como modelo para analisar a estrutura genética da coleção utilizando as

estatísticas  F  de  Wright  (Wright  ,  1978;  Weir  &  Cockerham;  1984)  desenvolvidas  no programa
GENETIX  4.03  (Belkhir,  2004)  e  o  método  MCMC do programa STRUCTURE (Pritchard  et  al.,

2000a) para determinar os níveis de diferenciação genética entre os subgrupos produzidos. Foram
estimados os coeficientes de endogamia nos subgrupos (FIS), coeficiente de endogamia total (FIT) e

o índice de fixação devido à endogamia  (FST).  Os valores médios de  FIS e  FIT revelaram níveis
elevados  de  endogamia  nos  subgrupos  e  nos  indivíduos  (média  FIS =  0,779  e  FIT =  0,798).

Entretanto, os valores médios do índice de fixação  FST são relativamente moderados (0.086). Os
valores baixos de Fst parecem indicar um baixo nível de diferenciação entre os distintos grupos de

acessos.  Não foi detectada correlação significativa entre os agrupamentos utilizados como modelo,
baseados em dados de distância genética, e os subgrupos que representam a subestruturação da

coleção, determinados pela análise MCMC e as estatísticas F de Wright.

5.4. Diversidade Genética e Banco de Freqüências Alélicas

Um banco de dados de freqüências alélicas de arroz foi constituído, resultado da análise
dos 16 locos microssatélites utilizados na genotipagem dos 288 acessos de arroz. Oito mil e trinta e

seis alelos (média de 502,25) foram detectados pelos três painéis múltiplos (16 microssatélites), dos
quais 4.386 (54,57%) representam os alelos mais freqüentes (com freqüência acima de 40%). Os

alelos  mais  comuns  representam  54,57%  dos  alelos  genotipados,  evidenciando  uma  alta
porcentagem de alelos detectados. A média de alelos mais comuns detectados em cada loco foi de

274,  125,  variando  de  110 para  o  loco OG106 a 463 para  o  loco RM420.  Estes números  são
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inferiores aos obtidos  por  Pessoa Filho  (2004),  que,  no entanto,  analisou um número maior de
acessos  (468).  O  desenvolvimento  de  bancos  de  freqüências  alélicas  de  locos  microssatélites

específicos  para  cada  uma das  subespécies  do  arroz  (Beló  2001; Pessoa  Filho,  2004)  é  uma
ferramenta  poderosa  e com grande aplicação em estudos de diversidade genética,  proteção de

variedades, pureza genética e melhoramento genético.

5.5. Coleção Nuclear

Desde a sugestão de Frankel e Brown (1984) sobre a criação de coleções nucleares para
melhorar a gestão de bancos e germoplasma e permitir o seu uso em programas de melhoramento,

várias coleções nucleares para diversas culturas alimentares têm sido desenvolvidas. As estratégias
são variadas e baseiam-se na diversidade de caracteres morfológicos, e têm evoluído de acordo

com a  evolução  da  biotecnologia,  pelo  que  inclui  dados  isoenzimáticos,  dados  de  marcadores
RAPDs e mais recentemente dados de marcadores microssatélites. O Banco de germoplasma de

Arroz  da Embrapa  possui  uma enorme quantidade  de acessos/cultivares  e  linhagens  de arroz,
tornando-se necessária o desenvolvimento de ferramentas tais como banco de freqüências alélicas

e coleções nucleares para a sua gestão eficaz. Este estudo constitui mais uma etapa na criação de
coleções nucleares baseados na diversidade genética que satisfaçam os propósitos apresentados e

representem toda coleção de germoplasma. 

A  coleção  nuclear  constituída  neste  trabalho  satisfaz  os  requisitos  básicos  para  a  sua
formação (70-80% riqueza alélica e 10-20% do tamanho da amostra inicial) e pode contribuir para o

melhoramento da gestão do BGA. O desenvolvimento de programas de informática ( ex. COREX –
Core  Extraction,  M.E.  Ferreira,  não  publicado)  para  a  extração  de  subamostras,  baseadas  em

parâmetros genéticos resultantes do uso de ferramentas genômicas (marcadores microssatélites)
proporciona um mecanismo importante  no desenvolvimento de coleções nucleares.  As coleções

nucleares passam a ser formadas, cada vez mais, com base na informação contida no genoma dos
seus acessos. Uma coleção nuclear constituída pode facilitar uma melhor utilização dos recursos

genéticos conservados em bancos de germoplasma.
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5.6. O Sistema TGMS de Arroz 

O entendimento do mecanismo de controle genético da macho-esterilidade gênica termo-sensível

(TGMS) em arroz  é  importante  para  a produção sustentável  de sementes  de arroz  híbrido  nos
trópicos.  Como alternativa  a algumas  limitações  do sistema CMS, o sistema TGMS não requer

linhagens  mantenedoras  (B)  na  produção  de  sementes  híbridas;  não  necessita  de  linhagens
restauradoras (R), visto que plantas TGMS podem restaurar sua fertilidade quando sob temperatura

apropriada; e reduz o risco de vulnerabilidade genética,  pelo fato da macho-esterilidade não ser
dependente do citoplasma, e os híbridos poderem ser desenvolvidos com backgrounds genéticos

diversos. Esta última característica é de especial interesse, sobretudo depois de experiências que
levaram a grandes perdas agronômicas e econômicas devido ao uso intensivo de materiais com o

mesmo background genético, tais como o citoplasma–T usado na indústria do milho híbrido, que foi
afetado pela ferrugem da folha, há algumas décadas (Levings, 1993).  

A identificação e uso de diferentes alelos TGMS em arroz posssibilita uma ampla base genética

para o desenvolvimento de arroz híbrido. Para podermos explorar este sistema de duas linhagens
torna-se necessário avaliar as linhagens que apresentam tal comportamento, estimar a robustez da

expressão da característica numa faixa de temperaturas e compreender o seu controle genético
com o vista a utilização do gene no desenvolvimento de cultivares.  
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O uso de marcadores moleculares no melhoramento assistido irá certamente facilitar e acelerar o
processo de introgressão de genes TGMS em background genéticos mais amplos (Lopez et al.,

2003)  e  elucidar  a  base  molecular  da  característica  TGMS.  A  tecnologia  dos  marcadores
moleculares  tem  sido  efetiva  na  clonagem  de  genes  baseada  no  mapeamento  genético  de

característica  monogênicas  (Martin  et  al.,  1993)  bem como poligênicas  (Frary  et  al.,  2000).   A
clonagem posicional tem proporcionado alguns resultados importantes na identificação e isolamento

de  QTLs  envolvidos  no  controle  de  caracteres  complexos  (Buckler  &  Thornsberry,  2002).   A
aplicação de associações genéticas em algumas culturas (Thornsberry et al., 2004; Rafalski, 2002;

Morgante & Salamini, 2003) possibilita a associação de dados de marcadores e de sequenciamento
de DNA com a variação fenotípica, sem a necessidade de populações segregantes, como exigido

pela clonagem posicional.

5.7. Distribuição e Segregação dos dados de Macho-Esterilidade 

A característica TGMS tem sido estudada sob a premissa de que apenas um ou alguns
poucos locos estão envolvidos no seu controle. NA maioria dos estudos de mapeamento dos locos

TGMS, a variação fenotípica tem sido tratada como binária (isto é, estéril x normal).  Assim, não
obstante o fato da fertilidade do pólen variar de 0 a 100% em plantas F2 derivadas de cruzamentos

entre  linhagens  férteis e linhagens TGMS,  cada planta  é  classificada em apenas uma de duas
classes, isto é, estéril ou fértil.  Esta simplificação pode ser desvantajosa para a detecção de genes

de grande efeito, especialmente quando uma estratégia de mistura de DNA, tal como BSA (bulked
segregant analysis) é utilizada (Michelmore et al., 1991), como tem sido visto em alguns estudos

(Wang et al, 1995; Subudhi et al, 1997; Dong et al, 2000; Reddy et al., 2000).  Nesses estudos, as
plantas têm sido classificadas em apenas duas classes de acordo com a percentagem de pólen

corado  com IKI.   Por  exemplo,  plantas  com menos  de  5% de  pólen  corado  são  consideradas
estéreis,  enquanto plantas com mais de 50% são classificadas como férteis (Dong et al.,  2000).

Uma escala ligeiramente diferente considera as plantas com mais de 20% de pólen corado como
férteis foi também descrita (Reddy et al., 2000). Esta simplificação na classificação de segregantes

em apenas duas classes pode limitar a possibilidade de detecção de mais de um loco TGMS numa
população segregante. 
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A fertilidade do pólen parece ser uma característica complexa, controlada por vários locos
que  influenciam  um  número  de  vias  metabólicas  envolvidas  no  desenvolvimento  do  pólen.  A

distribuição  contínua  dos  dados  de  esterilidade  termo-sensível  em populações  segregantes  F2
parece indicar o mapeamento de QTL (Lander & Botstein, 1989; Tanksley et al., 1989; Paterson et

al.,  1991)  como  sendo  uma análise  apropriada  para  o  mapeamento  de  regiões  genômicas  do
genoma  de  arroz  associadas  ao  controle  de  TGMS.   Os  dados  de  macho-esteriliadde  termo-

senssível observados na população F2 estudada mostra uma distribuição com uma média e desvio
padrão  de 38,72 e 30,95% de pólen fértil,  respectivamente.  Os dados não se adequam a uma

distribuição normal,  mostrando uma assimetria  de 0,47  (p=0,055)  (em direção  aos valores mais
baixos de fertilidade) e uma curtose negativa (–0,96; p=0.0012) (relativamente achatada). O teste de

Lilliefors/Kolmogorov  para  a  distribuição  normal  indica  que  os  dados  não  estão  normalmente
distribuídos a um nível de significância de 5% (D=0,13; p=0.079). O coeficiente de variação (cv%) foi

alto (79%).  A linhagem TGMS utilizada neste estudo (IR68945-4-33-4-14-48) foi também utilizada
em outro cruzamento com o objetivo de mapear locos TGMS e a população F2 derivada desse

cruzamento  apresentou uma distribuição da fertilidade do pólen que não de ajusta  a  proporção
esperada  3:1  para  uma característica  monogênia  recessiva  (Reddy et  al.,  2000).   A  população

segregante F2 TGMS utilizada neste estudo mostrou uma distribuição fenotípica (Figura 1) contínua,
e que, portanto não é binária.

5.8. Segregação dos Marcadores

Embora  um  dos  critérios  utilizados  para  a  seleção  das  linhagens  genitoras  tenha  sido

maximizar a distância genética entre a linhagem TGMS e a linhagem fértil, o polimorfismo de DNA
entre  as  duas  linhagens  genitoras  foi  considerado  baixo  a  partir  dos  dados  do  experimento,

corroborando a relativa pequena distância entre elas (Alcochete, 2005). Cento e quarenta e seis
(22.61%) marcadores microssatélites de um total de 659 testados mostraram polimorfismo entre as

duas variedades genitoras.  Desses marcadores polimórficos,  noventa e seis (65.75%) eram não
marcados e cinqüenta (34.25%) eram marcados com fluorescência. Os marcadores não marcados

dividiam-se em cinqüenta e quatro (56.25%) do tipo RM, trinta e quatro (35,42%) OG, e oito (8.33%)
OS. Os marcadores fluorescentes compreendiam vinte e dois (44,0%) tetra-, três (6,0%) tri-, seis

(12,0%)  di-,  e  dezenove  (38.0%)  do  tipo  complexo.  Cento  e  dezesseis  microssatélites  foram
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polimórficos e mostraram um padrão de segregação claro entre os dois genitores.  A maioria dos
marcadores mostrou uma proporção de segregação de acordo com as proporções Mendelianas

esperadas.  Entretanto,  dezessete  marcadores  (14.65%)  mostraram  distorção  da  segregação
(p<0.001),  depois  de  aplicado  o  Fator  de  Correção  de  Bonferroni  (Cruz  & Schuster,  2004).  Os

marcadores distorcidos foram observados nos cromossomos 2 (RM244,  RM263B, OS1 e OG93),
cromossomo 5 (RM7653 e RM7453), cromossomo 8 (RM7452, M38, OG85 e RM14B), cromossomo

9 (RM7576) e cromossomo 12 (RM7113, RM247 e RM28B).  Devido à similaridade do genoma das
linhagens  genitoras,  um  baixo  nível  de  distorção  era  esperado  na  população  segregante.  A

distorção  de  segregação  detectada  (14,65%)  é  mais  baixa  que  a  observada  no  cruzamento
envolvendo variedades japonica e indica (17% - 70%; Xu et al., 1997) Entretanto, ela é mais alta do

que a distorção relatada (0.076%) em um cruzamento  entre  duas  variedades de  indica macho-
estéreis fotoperíodo-sensíveis (He et al., 1999).

Oito marcadores distorcidos (RM7452, RM7653, RM248, RM38, OG85, RM7453, RM244,

RM214B)  favoreceram  a  linhagem  genitora  IR50;  cinco  (RM263b,  RM7113,  RM247,  RM228a,
RM7161)  mostraram  distorção  na  direção  do  genitor  IRTGMS-68945-4-33-4-14-48;  três  (OS11,

OG93, RM120) mostraram distorção na direção dos heterozigotos, e o marcador RM7576 (0.86%)
mostrou seleção em favor de ambos os homozigotos. Foram obtidos valores altamente significativos

de χ2 para  todos  os  marcadores  distorcidos,  sugerindo  que  a  seleção  zigótica  foi  a  causa  da

distorção.  Harushima  et  al.,  (1996)  e Lyttle  (1991)  reportaram  que  o  desvio  da  proporção  de
segregação Mendeliana esperada tem sido observado em progênies de cruzamentos intra- e inter-

especificos e a causa desses desvios são os fatores de distorção da segregação que afetam a
competição entre os gametas ou causam a falha do gameta ou zigoto. Guiderdoni et al., (2001) num

estudo de progênies F2 e cultura de anteras de cinco híbridos intervarietais de arroz entre indica e
japonica verificaram que os desvios se deviam à seleção gamética resultado da esterilidade durante

a gametogênese.  Não há evidência sugerindo a relação causa-efeito entre a seleção do zigoto e o
controle de TGMS nos cruzamentos entre IR68945-4-33-4-14-48 e IR50. 

5.9.. Mapeamento de QTLs para TGMS no Genoma de Arroz 

Um mapa de ligação (1.261,90 cM) foi construído baseado nos dados de segregação da
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população F2.  Noventa e cinco marcadores microssatélites foram reunidos em 11 grupos de ligação
com uma média de 12,7 cM entre locos marcadores adjacentes e 8,6 marcadores por mapa. Para

permitir  a  recombinação  entre  vários  marcadores  de  posição  conhecida  no  genoma  de  arroz

(www.gramene.org), utilizamos  θ = 0.40.  O mapa foi alinhado com informação de outros mapas
genéticos do genoma de arroz (Brondani, 2000; Wu & Tanskley, 1993; Panaud et al., 1996; Chen et

al., 1997; Akagi et al., 1997;  Temnykh et al., 2002).
Associação significativa  entre  os genótipos  dos marcadores  e  a característica  TGMS foi

inicialmente testada pelo teste de χ2 numa Tabela de Contingência. Para este fim, os indivíduos F2

foram classificados em apenas três classes fenotípica (0%-30%; 31-60% e >61% fertilidade), similar
às utilizadas em estudos de mapeamento de locos TGMS. Utilizando este método, somente um

marcador  (RM7012),  localizado  no  cromossomo  7,  mostrou  associação  significativa  com  a

característica TGMS (χ2 4df= 16,567, p=0.0020).  

A análise  de QTLs foi  realizada inicialmente  pelo  método de análise  simples  e também
descriminou o marcador RM7012 (R2=13,74; p=0.0003).   A análise por mapeamento de intervalo

detectou  intervalos  de  marcadores  significativamente  associados  à  TGMS com valores  de LOD
acima  de  3,00.  A  região  abrangendo  o  marcador  RM7012  no  cromossomo  7  foi  novamente

detectada  como  associada  ao  controle  de  TGMS em arroz,  mas outras  regiões  genômicas  no
cromossomo 1 (intervalo RM9-RM246) e cromossomo 12 (RM228A-RM247), ainda não mapeadas,

foram também detectadas. O mapeamento de QTLs baseado na distribuição continua dos dados
fenotípicos foi eficiente na detecção de várias regiões cromossômicas associadas ao controle da

característica TGMS.

O principal QTL TGMS mapeado neste estudo, associado ao marcador RM7012, parece
estar numa posição cromossômica diferente do loco  tms2 (Yamaguchi et al.,  1997; Lopez et al.,

2003).   O cromossomo 7 de arroz também contém um QTL associado ao controle  genético  da
macho-esterilidade gênica fotoperíodo-sensível (PGMS) e um QTL para a fertilidade do pólen (Doi et

al., 1998).  Análises posteriores se fazem necessárias para verificação das relações alélicas entre
os  TGMS  QTL  detectados  no  presente  trabalho  e  as  outras  regiões  associadas  a  macho-

esterilidade descrita (Yamaguchi et al., 1997; Lopez et al., 2003; Doi et al., 1998). 
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Os dois outros QTLs para TGMS foram descritos pela primeira vez nos cromossomos 1 e
12.  No cromossomo 1, os dados indicam um QTL na proximidade do intervalo delimitado pelos

marcadores RM9-RM246. QTLs para esterilidade da espigueta (SPKST) (Li et al., 1997; Nagata et
al., 2002), esterilidade da geração F2 (F2GST) (Li et al., 1997) e fertilidade do pólen (Li et al., 1997)

foram localizados  no mesmo cromossomo.  Os dados  também indicam um QTL para  TGMS no
intervalo RM228A-RM247 no cromossomo 12.  Um QTL para PGMS foi identificado no cromossomo

12 (Mei et al., 1999) bem como um QTL para a fertilidade do pólen (He & Xu, 2000).  Dois locos
PGMS foram mapeados nos  cromossomos 7 e 12 (Mei  et  al.,  1999).  Experimentos posteriores

deverão revelar a relação entre essas regiões e o QTL para TGMS detectado no presente trabalho.
Os dados identificaram três QTLs para a macho-esterilidade gênica termo-sensível no genoma de

arroz. Dois desses QTLs foram pela primeira vez associados ao controle genético da característica
TGMS (cromossomos 1 e 12).  O terceiro QTL mapeia num cromossomo onde o loco  tms2 foi

mapeado (Yamaguchi et al., 1997), mas não foram realizados testes alélicos para clarificar se essas
duas regiões são as mesmas. 

O sistema baseado em duas linhagens para a característica TGMS poderá ser utilizado na

produção  de  arroz  híbrido  num  país  tropical  como  o  Brasil.  Uma  metodologia  poderá  ser  o
crescimento  de  linhagens  TGMS  e  a  linhagem  genitora  fértil  em  regiões  onde  a  média  de

temperatura ambiental durante a iniciação da panícula e estágio de antese é mais elevada do que
25-30°C. Há, no país, um grande número de regiões que se enquadram neste perfil em estações

específicas do ano. As linhagens TGMS deverão ser testadas para identificar as regiões geográficas
e estações em que a expressão da esterilidade é completa e a expressão da fertilidade máxima.

Alelos TGMS deverão ser transferidos para linhagens com diferente background genético, com vista
a maximizar a chance de se obter boas combinações de híbridos. A introgressão de alelos TGMS

em backgrounds diversos pode ser facilitada pela informação obtida dos marcadores moleculares.
Os marcadores microssatélites franqueadores de QTLs para TGMS serão úteis como ferramentas

de seleção na obtenção de linhagens TGMS para a produção de híbridos de arroz.
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 Os painéis múltiplos de marcadores microssatélites mostraram-se úteis para a genotipagem
em  escala  de  acessos/cultivares/linhagens  de  arroz  conservados  no  Banco  de

Germoplasma. Um total de 298 acessos foi utilizado para análises genéticas e estatísticas,
com um número  mínimo de pelo  menos  12  marcadores  genotipados.   A obtenção  dos

genótipos foi realizada eficientemente em seqüenciador automático de DNA.
 A  genotipagem  semi-automática  utilizando  painéis  de  microssatélites  marcados  com

fluorescência e genotipados em seqüenciador de DNA proporciona maior quantidade de
informação  genotípica  em cada  gel  analisado  e  aumento  na  acurácia  de  determinação

alélica em cada loco.
 Foi constituído um banco de freqüências alélicas de locos microssatélites de arroz, passível

de uso em análise genética da espécie.
 A genotipagem de locos de marcadores moleculares microssatélites permitiu estabelecer

com  maior  clareza  os  vínculos  genéticos  entre  os  diferentes  acessos,  linhagens  ou
cultivares e,  conseqüentemente,  uma melhor organização do germoplasma no Banco de

Germoplasma.  
 O cruzamento  envolvendo  as  linhagens  IR50  e  IRTGMS-68945-4-33-14-48,  utilizado  na

obtenção de população segregante para mapeamento de locos TGMS de arroz foi baseado
em  estimativas  de  distância  genética  visando  maximizar  o  polimorfismo  detectado  na

população de mapa.
 A análise  de agrupamento dos  298 acessos  analisados pelo  método Neighbour-Joining,

mostrou a formação de dois grupos principais, com vários subgrupos neles contidos.
  O padrão de agrupamento foi utilizado como modelo para analisar a estrutura genética da

coleção.  Os valores de FIS e FIT revelaram níveis elevados de endogamia nos subgrupos e
nos  indivíduos.  Entretanto,  os  valores  do  índice  de  fixação  FST são  relativamente

moderados, indicando um baixo nível de diferenciação entre os distintos grupos de acessos.
 Não foi detectada correlação significativa entre os agrupamentos utilizados como modelo,

baseados  em  dados  de  distância  genética,  e  os  subgrupos  que  representam  a
subestruturação  da  coleção,  determinados  pela  análise  MCMC  e  as  estatísticas  F  de

Wright.
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 A coleção  nuclear  constituída  neste  trabalho  satisfaz  os  requisitos  básicos  para  a  sua
formação  (70-80%  riqueza  alélica  e  10-20%  do  tamanho  da  amostra  inicial)  e  pode

contribuir  para o melhoramento da gestão do BGA.  A coleção nuclear apresenta níveis
moderados de estruturação genética.

 Um mapa genético parcial para regiões específicas do genoma permitiu a identificação de
três regiões cromossômicas relacionadas com o controle genético de macho-esterilidade

termo-sensível (TGMS). 
 Dois desses QTLs foram mapeados em cromossomos ainda não associados ao controle

genético  da  característica  TGMS (cromossomos  1  e  12).   O terceiro  QTL  mapeia  num
cromossomo onde o loco tms2 foi anteriormente mapeado, mas não foram realizados testes

alélicos para clarificar se essas duas regiões são as mesmas.
 Os  dados  gerados  neste  trabalho  pretendem  contribuir  para  a  discussão  sobre  a

caracterização e intensificação do uso de recursos genéticos depositados em bancos de
germoplasma,  em  especial  a  métodos  de  amostragem  de  coleções  para  definição  de

acessos apropriados a uso específico em estudos genéticos e programas de melhoramento.
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