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| 1. INTRODUCAO GERAL

O arroz é um dos alimentos mais antigos e mais importante do mundo. E
fonte primaria de alimento para mais de um tergo da popuiégéo do mundo sendo
plantado em aprOximadamerite 148 milhGes de hectares anualmen{e 0 que
corresponde a 11% da terra cultlvada do mundo Os malores produtores
: Vconoentram-se na AS|a tendo como malor produtor mundnal a Chma com 187 .
milhdes de toneladas. ' | :

O Brasil € o principal produtor da Amenca Latma ‘com 55% do total
_(SANINT 1997) As primeiras referenmas do cultivo do arroz no Brasil foram-
'regestrado em meados ‘dos anos . de 1 560 e referem- -se as mtrodugoes feitas

pélos portugueses e holandeses (SILVA 1969) Hoje o Estado do Maranhdo é um

dos principais produtores e consumidores de arroz do Bra_snl, possuindo longa |
tradi¢&o de cultivo que remonta ao periodo colonial. Acredita-se que houve uma

. grande influéncia afrlcana no desenvolvumento da rizicultura no Maranhao ‘em

parte dewdo ao penodo da escravndao e posswelmente pela mtrodugao de arroz
cultlvado tlplCO do Norte da Afnca Oryza glabemma _

O arroz pertence a familia Poaceae, subfamnha Bambusoideae, - tribo
Oryzeae e género Oryza. Ha duas especnes de arroz cultivado, O. sativa e O.
“glaberrima, ambas dlplmdes (2n 24) e constituido pelo genoma A. O. sativa,
cultivado em todo mundo sendo o de maior importancia, tem como centro de
origem a Asia, e O. "glabem'rﬁa‘, originario: na bacia pantanosa do rio nger,
cultivado apenas na Africa Ocidental (KHUSH, 1997_).‘ Existem aprbximadamente
20 espééie silvestres amplamente distribuidas nos trépicos Gmidos da Africa, Sul e
Sudeste da Asia, Sul da China, América do Sul e Central e Australia.
Comparativamente a O. sativa, a espécie africana é caracterizada por casca
vermélha, tamanho pequeno, glumas lisas - e ‘mais facil de ser moida
mecanicamente (GRIST, 1968). -

A O. sativa, estd subdividida em diversas subespécies sendo as mais

_importantes: indica com graos longos e finos; japonica com gréos curtos e
arredondados; javanica com graos longos e espessos (RAMOS, et al., 1981).



As variedades tradlcnonals de arroz cultivada pélos agncultores por
geragoes constituem um dos pnncupals reservatonos genéticos para’ o
melhoramento das espécies devido a sua adaptagao a diferentes condngoes de
cultivo e resisténcia a praga e doengas. .Recentementé, vem au_r'nentando' o
interesse pela espécie O. glaberrima e éspécies silvestres; pois a avaliagdo deste
germoplasma tem revelado novas fontes de resustencua a doencas e pragas etém
~ sido" desenvolvida tecmcas e estrateglas de transferencna de genes entre as
,espécles-.(BRAR__e KHUSH, 1997). - Além.do aumento _do- interesse nestas
eSpéci_es para o melho'ramento do arroz, existem também_.e_sfbrgos- para assegurar
que uma grande parte da Variébifidadé genética dessas espécies sejam
conservadas nos bancos de gernoplasma do mundo (FERREIRA, M. E,
comunicagéo pessoal). - o ) -
| Embora néo exusta duvida de que s30 necessarias variedades de arroz de.
alta produtnvudade para satlsfazer a demanda crescente da poputag:ao a propna
atwndade de melhoramento genetlco e o uso em Iarga escala de um pequeno
numero de variedades melhoradas vem hmltando a vanab:hdade genética e,
consequentemente-, incrementando o processo de eroséo genética. Em diversas
areas, variedades modernas de alta produtividade foram adotadas pélos
égricu’ltores Como consequéncia o cultivo das variedades tradicionais declinou

Cem mmtas vezes, e esta foi completamente substltmda na maioria absoluta das‘

areas (BUSO et al 1998)
- Com base nisso, levantada uma questao fundamental a respento das
variedades tradicionais de arroz do Maranhao _

. Ha evidéncia, principalmente entre os acessos coletados em antigas
comunidades Quilombolas da existéncia de variedades de arroz da
espécie O. glaberrima' no_Mara'nhéo? |

Um dos pa’rémetro;biométriéo*»-utilizado é o estudo da dfversidade genética,

que pode ser empregado para estimar as relagdes de similaridade entre as
amostras de arroz coletadas no Maranh3o.

O conceito de diversidade tem sido empregado em dois sentidos distintos e

complementares. O primeiro se refere a riqueza de espécies' existentes em um



| 4"ecossistema-(WOLDA-,' 1981); -a_ segundo proposto por NEI (1973) se refere a0 .
nl’vél_ de heterozigosidade ‘jdé- uma _-populagéd:_'obtida ‘a partir das frequéncias =
alé"li'cas desta. - Este valor é complemento da identidade genética, ou -a
probabnhdade de néo identidade. Assnm mdependente de efeitos de mlgragao
seleg:ao mutagao ou S|stema de cruzamento este valor permlte uma ndela do .

‘:‘mvel da vanagao genetlca em uma populagao de uma determlnada espec:e ' |

B Recentemente uma coleta de acessos tradlcnonaus de arroz fOl reahzado no .

._Estado do Maranhao pela EMBRAPA ‘em. colaboragao com a 'EMAPA. " Os

L acessos foram coletados em pequenos vnlarejos e comumdades do mtenor do

. Maranhao para anahse da dwersndade genetlca

Dlversas tecno!ognas de blologla molecular sao dlspomvens ho;e para’

o anahse genomlca que possnbul:tem a venf cagao de pohmorf smo de sequencna de

DNA* em vanos pontos do. genoma possnbnhtando uma acurada estimativa das- -
relagoes de vmculo genetlco entre varledades de uma. especue 0] codlgo gene’nco

Lo transcende as barre:ras taxonomlcas e permate que estas comparagoes e

k. .-estlmatlvas possam ser feltas também entre espec:es (FERREIRA &

K GRATTAPAGLIA 1996) Contudo estas tecmcas permltem a obtengao de um
nimero’ Inmltado de marcadores moleculares cobrindo todo o genoma do |
. organismo. - ' | ' , '

| Entre as duversas c!asses de marcadores dtspomvels aqueles baseados na '
reagao de pohmerase em cadeia se prestam para estudos de comparagoes e‘
- estimativas entre espécies, _en_volvendo um grande _numero‘. de amostras,
 baseados em a'rhpl_a‘ cobertura de diversos pontos do genoma. ‘Urh dos mais
si'mples‘ e rapido é o emprego de marcadores RAPD (Random Amplified

- Polymorphic DNA) que resuita na amplificagéo de varios produtos de DNA numa

‘mesma reacao de PCR (Polynﬁerase Chain. Reaction). apresentando g'rande
capacidade multnplex que permlte a anahse de varios locos a partir de prumerA _
arbitrarios (ollgonucleotldlo sequéncia de. bases complementares casualisados).
Cada produto é derivado de uma reglao do genoma que contém d0|s segmentos
. curtos homologos ao primer, em fitas opostas de- DNA e sufi c:entemente proxumos
para que a amphﬂcagao ocorra. o pohmorF smo é detectado com a presenga ou



auséncia de bandas e resultam na seqgiiéncia do local de ancoramento do primer.
O uso de polimorfismo de DNA amplificado no estudos de variabilidade genética
apresenta-se como uma poderosa estratégia de gera¢do de dados que permitem:
a organizagao de Bancos de Germoplasma, a identificagdo de duplicagbes em
colegbes, a estimativa de diversidade e distancia genética entre acessos.

Uma desvantagem dos marcadores RAPD para o estudo genético de
populagcdo é que a maioria dos alelos segregam como marcadores dominantes
(WILLIAMS, et al.,, 1990). O fragmento amplificado reflete 0 estado homozigoto
dominante ou heterozigoto. Nenhum fragmento produzido reflete o estado
homozigoto recessivo. A auséncia de amplificagdo podem ter distintas causas
como:. mutagdo, dele¢cdes e insercles na regido de anelamento. Tais
caracteristicas reduzem a precisdo da estimativa da frequéncia de alelos
necessarios para anaise genética em populagdes comparado com andlises
baseadas em marcadores co-dominantes. Como o0 arroz apresenta
autofecundagédo, presume-se que os individuos de uma populagdao sao
homozigotos. Assim a preseng¢a de uma banda pode ser associada a um genétipo
especifico. Ja a auséncia da banda pode ser devido a muta¢des, duplicagdes,
delegbes ou mesmo translocagéo.

Entretanto, alguns métodos indiretos s&o utilizados para calcular freqiéncia
de fragmentos de RAPD e assim calcular parametros genéticos (LINCHE &
MILLIGAN, 1994). Ambos usam a frequéncia da auséncia do fragmento como
estimativa da freqiiéncia do homozigoto recessivos (ISABEL, et al, 1995).

Outro método alternativo para estimar a suddivisdo da diversidade com
RAPD foi primeiramente usada por HUFF et al (1993) que usaram um método
descrito por EXCOFFIER , et al (1992) de analise de variancia molecular, no qual
se obtém estimativas de diferenciagdo de populagdo. Esta analise se baseia na
matriz de distancia genética para estimar a distribuicdo da variagdo entre
individuos dentro -da populagdo, entre populagées dentro de regides e entre
regides.

O estudo de populagdes também pode ser realizado através de indices e
coeficientes que expressam o grau de similaridade e distancia genética entre as
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amostras analisadas. Alguns desses coeficientes se baseiam nas freqi]énciasf
alélicas, enquanto outros operam como frequencra a!ehcas arbutranas dos tnpos 1e
| 0, referindo-se a preseng:a e ausencra respectlvamente de um determmado alelo
(DIAS, 1998). Esses coeficientes compdem uma matriz que pode ser utilizada
para mostrar uma classificagdo mais objetivas . Para - isso, técnicas de

--,'agrupamento 'sao aphcadas a essa matrlz um algontmo de agrupamento por

B exemplo UPGMA (Unweighted Palr Group Method with Anthmetlc Averages) é-

) aphcada sobre essa matriz do modo: a ndentlf icar e conectar grupos’ homogemos |
- _tals grupos séo representados graf camente em um dlagrama de arvore
denommado de dendrograma (KARP et aI 1997)

2 _9{11’0'223-2:3'_ |

e -Algumas vanedades tradICtonals de afroz do Estado do Maranhao séo da
espeme afncana domestlcada 0. glaberrima. | ‘ - |
e A maioria das vanedades tradicionais de arroz do Estado do Maranhao (>90%)

compdem o po_ol génico de arroz de sequeiro (O. sativa subespécie japonica).

3. 0BJETIVOS

e Analisar uma amostra de 90 acessos tradicionais do Maranh&o com o uso de
marcadores moleculares . RAPD (Polimorﬁsme de fragmentos de DNA
amplificados ao acaso), com o intuito de identificar a existéncia de O.
glaberrima no Maranh&o. '

. Esﬁmar o nivel de variabilidade genética de acessos de arroz coletados no
Maranhdo em relagée a variedades comumente utilizadas em programas de
melhoramento genetlco de arroz irrigado (O sativa subespec;e indica) e de
sequeiro (O. sativa subespécie japomca)

11



4. MATERIALS E METODOS

4.1

' Gendtipos avaliados

Para a andlise de variabilidade gen_étic;a foi utilizéda uma -amostra de 90
 acessos de variedades tradicionais de arroz de diferentes comunidades e vilarejos

- do Estado do Maranhao (Tabela 1) dlStﬂbUldaS prlncnpalmente na regiao centra[ e’

" norte deste estado (Flgura 1),

coletados acessos de variedades tradicionais de arroz. do Maranhao

Tabéla 1 — Amostras analisadas, ‘produtores ev"comu‘hidades 'ﬁonde' _forafn:

N.  Ban. Nome Comum Comumdade _ _Produtor . Municipio

‘Ana Lab. v ' o ' ‘

- PT 903 Agulhinha vermelho Bacabalzinho‘ José Indcio Lopes - Arari

P8 904 Nenezinho Vermelho ‘Bacabalzinho José Incio Lopes Arari

P9 905  Enche Paiol: ' Enseada do Engenho . Francisco Campelo - Arari

‘P10 906 - Lége’ado Enseada do Engenho Benedito Lopes Aran
P11 907 Sorozin_ho Vermetho Enseada do Engenho - Francisco de Nazaré Campelo - Arari
P12 808  Legeiro Vermelho (3 meses) -  Enseada do Engenho Francisco de Nazaré Campelo - ' Arari
P13 909 AmozComum ' Bambural . ' _Domingos santos © Avar
P14 910  Agulhinha Verme'll'\o_ ‘Capoeir'a Grande ' Domingos de Souza Arari
P15 911 Bacaba Roxo Capoeira grande Domingos de Souza Arari
P16 912  Arroz comum Capoeira Grande Domingos de Souza . Aran
P17 913  Palha Murcha Capoeira Grande Levi Francisco de Souza " Arari
P18 914  Aroz 3 meses Alto da Preguigas Raimundo Leitdo - ' Vitéria do Mearim
P18 915  Jatoba Boa vista. Edmar Souza Bezerra © Vitéria do Mearim
P20 916 Nenezinho Boa vista Raimundo Brito Alves Vitéria do Mearim
P24 917  Braquidria Boa vista Raimundo Brito Alves Vitéria do Mearim
P22 918 Bacaba Roxo Mato Grosso Anténio Pedro Pereira Vitéria do Mearim
P23 919  Canela de Ferro S3o Lourengo - Antdnio Macial Vitéria do Mearim
P24 920  Agulhinha Branco S&o Lourengo José (Grosso) Vitéria do Mearim
P25 921 Come Cru Vermelho Coque Manoel Nogueira Vitéria do Mearim
P26 922 Lageadb Coque Antdnio Francisco P. Coelho Vitéria do Mearim
P27 923  Lobdo S3o Vicente. José Evangelista Moraes igarapé do Meio
P28 925 Nenezinho (3 meses) Casa Grande José Manoel Serra ~ S&o Vicente Ferrer
P29 927 Aoz Vermelho (Ingo) Mamdes - Enio Anténio Vieira Arari
P30 928 Aoz Preto (ingo) Mamées Enio Antdnio Vieira Arari
P31 930 Aoz Selvagem Santa Tereza Oenes Barros Viana
P32 931  Nenezinho Estrada de Rafael Eugeénio Bispo da Luz Viana
P33 932 Jatoba Estrada de Rafael José Raimundo Costa Viana
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Tabela. 1. Continuagao
N. Ban. Nome Comum Comunidade . Produtor Muhicipio
Ana Lab. ' R : _
P34 933 ' ‘Agulhinha Branco Estrada de Rafael José Anténio Martins Viana
P35 8934 ComeCru Estrada de Rafael Rosivaldo Mendes Coelho Viana
P38 935  Pingo D'4gua - Estrada de Rafael Raimundo da Paz Matos Viana
P37 936 = Maroca Estrada de Rafael Raimundo Nonate Costa - ' Viana
P38 937 Veneza Araial Benedito Lopes * Arari
P39 938 Cacflia Guruti . Antdnio Carlos A. Ribeiro Mirinzal
P40 938 7 Semanas Gufuti Antdnio Carlos A. Ribeiro Mirinzal
P41 940  Come Cru Vermelho Santana Antdnio Cerearense Santa Rita
P42 941 Come Crus Branco Pedreiras Raimundo José Lima Torres Santa Rita
P43 942  Aguthinha Branco Pedreiras . Cabuito Mendes dos Santos . Santa Rita .
P44 - 943  Agulhinha Vermelho ‘ Pedreiras - Cabuito Mendes dos Santos . = Santa Rita
PAS 944 7 Semanas Frechal Eduirges Silva Carneiro " Mirinzal
‘P46 945 Aoz Prata Frechal -~ Edvirges Silva Cameiro ~ Mirinzal
P47 946 _ Arroz 90 dias Frechal Edvirges Silva Carneiro Mirinzal
P48 947 Canelade Ferfo Frechal - Edvirges Silva Carneiro Mirinzal
P49 948  Nenezinho Branco Frechal Edvirges Silva Cameiro Mirinzal
P50 949  Nenezinha Vermelha Frechal Edvirges Silva Carneiro Mirinzal
P51 950 Bacaba Frechal _ Edvirges Siiva Carneiro Mirinzal
‘P52 952  Come CruVermelho Calango Novo Antonio Paulino da Silva ~ Santa Inés
P53 954  Jatoba Bom Lugar Raimundo Pereira de Andrade Pindaré Mirim
P54 957  Amoz Pindaré Franco Antdnio Manoel da Conceigdo ‘Santa Inés
P55 959 Saia _Velha (Amroz Vermelho) Franco Maria Francisca Xavier Santa Inés
P56 961. . Lageado . © 7 de Setembro Ademar Gongalves dos Santos . Santa Luzia
P57 962  Jatoba 7 de Setembro Bemaldo Viana. Santa Luzia
PS8 963  Arroz Fino | Batatal Raimundo Valtemir Teixeira Santa Luzia
P59 964  Cana Roxa Jatoba Edinaldo Costa das Chagas Santa Luzia
P60 966  Palha Murcha Otho D’agua Abmael Ferreira Souza - Pindaré Mirim
P61 967  Bico Ganga Piquizeiro ' Antonio Quati Santa Inés
P62 968  Gaicho Olho D'agua Abmael Ferreira Sousa Pindaré Mirim
P63 969  Pechoro Coldnia G-fi Adgio Santa Inés
P64 970 CanaRoxa Coldnia G-li Addo Santa Inés
P65 971 Guabiroba Centro dos Ramos Aginaldo Mesquita da Silva " Barra do Corda
P86 972  Agulha Centro dos Ramos Aginaldo Mesquita da Silva Barra do Corda -
P67 973  Palha Murcha Centro dos Ramos Wilson Carvalho de Souza Barra do Corda
P68 975  Pingo D'agua Barro Branco (Tamarino) Otacflio de Jesus Pinto Barra do Corda
P69 976  Felismino Clemente José Pereira da Silva Barra do Corda
P70 977  Amoz Ligeiro Promissdo Emanoel Gilton de Souza S3o Luis Gonzaga
P71 978  Piaui Dourado Santo Anténio dos Costa Roberto Corréia Sdo Luls Gonzaga
P72 980  Arroz Branco Santo Anténio dos Costa José Bispo Sao Luis Gonzaga
P73 981  Amoz Vermelho Santo Anténio dos Costa José Bispo S#o Luis Gonzaga
P74 982 Come Cru Branco Vale Verde Raimundo Onésio da Silva S&o Luls Gionzaga
P75 983 Lageado Natal Antdnio Barbosa de Sousa S3o Luis Gonzaga
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Tabela 1. Continuagao
N. Ban. Nome Comum Comunidade .- Produtor Municipio '
Ana Lab, - o S . o
P76 984- Bacelar (Cabeludb) Nova Vida Celanzila Cardoso Vidigal ' Sdo Luis Gonzaga
P77 985  Buruti Vermelho Boa Vista Taboa " TomasAlvesde Sousa - Bacabal '
P78 986  Buruti Branco _Boa Vista Taboa ~Pedro Gongalves do Nascimento  Bacabal
. P79 887 ~ Taboca Agua Azul " Anténia de Maria B. da Silvé " Vitorino Freire
.pao _985 _ Zebu ~ 15 de Novembro . Maria da Gléria Lima . ~ Lago do Junco
P81 939  Matdo @0 José do Jacd  Mateus Oliveira Pereira D. Pedro
P82 990 .. Chiador Arara e B -Salomé@o. Pereira Lucena “Tuntun
P83 991 . Maraba Arara ' Saloméo Pereira Lucena Tuntun
- P84 882  Vermelhinho Aréra ) . Salomao Perei(é Lucena Tuntun
P85 993 Amoz Asa Centro de Sinha " Antdnio Oliveira Alves’ Presidente Dutra
P86 994  Cedoze Centro de Sinha. Antonio Oliveira Alves - . Presidente Dutra
P87 995  “Ligeiro: Centro de Sinha "~ ' Antonio Oliveira Alves - Presidente Dutra
P88 996 - Buriti Centro de Sinha - . Antdnio Oliveira Alves : Presidente Dutra
P89 "9'97 - Lageado Centro de Sinha . Antdnio Oliveira Alves ‘ Presidente Dutra
P90 999  Agulha Ligeiro Califérnia . - Francisco Machédo'dé Andrade - Capinzal do Norte
- P91 1000 Comum Legitimo Califérnia Francisco Machado de Andrade - Capinzal do Norte.
P92 1001 Bacaba Maruim Companhia Pedro Agenir Pereira " ttapecuru Mirim
- P93 1063 Arroz P}eto_ Companhia Pedro Agenir Pereira . ; Itapecuru ‘Mi_rim
- P94 1004 CanaRoxa Pindoval ' Francisco da Silva " Miranda do Norte
P95 1005 Come Cru Branco Companhia ~ Joaquim Pareira Martins Tapucuri Mirim
. P96 1006 Bicu - Companhia Itapecury Mirim

Joaquim Pareira Martins

Foram utilizados seis. acessos como controle: as variedades de arroz do

sequeiro, IAC 25 e Araguaia' (O. sativa subespécie japohiba); as variedades de

arroz irrigado, CICA 8 e BR IRGA 409 (O. sativa, subespécie indica); arroz

“cultivado no Norte da Africa (O. 'gléberrima) e arroz silvestre (O. glumaepatula),

“coletado na Amazonia.
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~ Figura 1 - Pontos de Coletas das variedades de arroz tradicionais do Estadodo
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42 Extragéo de DNA

O ‘método de extraoao utmzado fon dééorito “por FERREiRA &
GRATTAGAGLIA (1995) As sementes foram coletadas e armazenadas em -
__._camarafnaa -4°C, ateaextragao N T
Para extrac,:ao de DNA fon utmzado um Bu/k de 10 sementes de cada o

acesso ‘onde foram colocados. em mlcrotudos de centnfuga (20 ml) na quaI4 |

hawam esferas com dlametro de 20 mm e 40 mm.. Foram adncronados aos tubos": o

-_"."4'-_-700 ul de tampao de extrag:ao (2% CTAB 1 4 M NaCI 20 mM EDTA 100 mM Tns—l o

| HCI pH 8,0,1% PVP-40 e 0, 2% B-mercaptoetanol) Logo apos oS tubos foram |
s colocados na maquma Fast Prep—BlO 101 que por centnfugacao faz a extracao _- R

; -em 4 CICIOS de 40 segundos cada T SN
| Em seguuda foram colocados por 60 mmutos em banho-mana a 65 °C '

.f"'Apos esse perlodo 0s tubos foram retlrados do banho—mana e colocados em

‘ .'-_-temperatura amblente Em segutda fou adacnonado 600 ul de CIA (Cloroformlo-" l
5 ,-'%Ialcool lsoamnllco 24: 1) um solvente organico. ' R ‘ N
‘4 ,' Os tubos foram agltados por mversao durante aproxmadamente 5 mlnutos ,
| ‘sendo entao centnfugados a 12000 rpm, durante 15 minutos, para. obtengao de
uma emulsdo homogenea e a separagao de fases Apos a oentnfugagao foi

_ retirado cuudadosamente a fase superlor aproxumadamente 600 ul, a qual foi . .

"transfenda para um ‘novo mlcrotubo A fase aquosa foi adlcsonado 400 ul de
|sopropanol fl"lO (-20 °C), e mlsture cutdadosamente _para precnpltar os acudos
o nucleicos. Os materiais foram colocados a uma temperatura de — 20 -°C, por .
o aproxnmadamente 15 horas. , o : _
| 0] DNA precnpltado foi centnfugado a 7000 rpm durante aproxumadamente 5
mlnutos "Em segunda o} sobrenadante foi descartado, havendo o cu1dado para
que ndo fosse perdldo o pellet. O pellet foi Iavado uma vez com 1 mil de etanol 70
% durante 10 minutos, aproxnmadamente,, e posterlormente retirado o.etanol. Foi
realizado uma lavagem com 1 ml de‘etaool obsoluto,' durante aproximadamente 5
“minutos. O pellet foi d_esidratado em liofilizador (speed Vac),' duranto 10 minutoS e
“ressuspenso em tamp&o TE (10 mM Tris-HCI, pH 8,0. 1 mM EDTA) contendo 10
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ug/ml- de RNAse e deixado em temperatura amblente por aprox1madamente 15_
horas para que houvesse a digestao do RNA ‘

3 vQUantiﬁcaga”o do 'DNA.

Para estnmar a concentragao do DNA extraldo e consequentemente a

-quahdade do DNA extraido, foi fento uma eletroforese em: gel de agarose (1 %
_'com Brometo de etldlo) tendo como padroes ‘DNA de Fago Lambda nas"v
| ‘-concentragoes de 100, 200 e 500 ng /ul O gel foi carregado com: '5 ul de uma
' _solug:ao estoque de Tampao de Carregamento 20 mi de TE pH 8,0; 8 gramas de

o sacarose 50 mg. de azu} de bromofenol 400 ul de Brometo de Etudlo (1 mglml) e1
ol de agua). - |

Apos se estamar a concentragao do DNA 0 mesmo foi diluido em agua,

- para uma, concetrag:ao de 2 5 ng/ul e requantnf cado com eletroforese em gel de

' agorose 1% ' ' '

44 Reagéb_de PCR -

" O protocolo de PCR (Reagio de Polimerase em Cadeia) foi utilizado
conforme FERREIRA & GRATTAPAGLIA (1995). Para a reac;ao de amplificagédo
fos utilizado um coquetel de reagentes num total de 10,10 ul [3 46 ul de agua; 1,0
“ulBSA (1 mg/ml) 1,3 ul Tampao 10 x (15 mM MgCIz) 1,14 ul de dNTPs (2,5 mM);
3 ul de primer (10 ng/ul) e 1 U _Taq DNA polimerase (5 U/ul — Cenbiot/RS)] e 3 ul
de DNA (2,5 ngl/ul). -Sobre a reagcao for'am'adicionados 50 ul de 6leo mineral.
Para andlise da variabilidade genética de arroz foram utilizado 42 primers (Tabela
2), selecionados a partir'de experimentos anterioreé com variedades de arroz.
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Tabela 2 — Listagem dos primers Operon utilizados para a anadlise da

diversidade genética em variedades tradicionais de arroz do Maranhao.

Primers
OPA 01 OPAB 11 OPN 05 OPW 03
OPAB 01 OPAB 12 OPN 07 OPW 10
OPAB 02 OPAB 13 OPN 14 opPw 17
OPAB 03 OPAB 14 OPN 18 oPW 18
OPAB 04 OPAB 15 OPN 20 OPW 19
OPAB 05 OPAB 16 OPR 06 OPW 20
OPAB 06 OPAB 17 OPR 12 OPK 04
OPAB 07 OPAB 18 OPX 03 OPG 10
OPAB 08 OPAB 19 OPX 04
OPAB 09 OPAB 20 OPX 20
OPAB 10 OPD 08 OPW 02

A reacgdo foi feita em termociclador PTC ~ 100 (Programmable Thermal
Controlle). No programa de amplificagdo foi utilizado o indicado no protocolo de
WILLIAMS, et al., (1990): 1 minuto a 92 °C (desnaturagéo); 1 minuto a 35 °C
(anelamento do primer); 2 minuto a 72 °C (extensdo pela Taq polimerase e
incorporagéo de nucleotidios), por ciclo, repetido 40 ciclos. Apos os 40 ciclos, a
rea¢éo foi submetida por 5 minutos a 72 °C para a finalizagdo do produto da
amplificagdo. O tempo de duragdo do programa foi de aproximadamente 4 h e 15
minutos.

4.5. Visualizagdo dos Fragmentos Amplificados

Para a visualizagdo e separagdo dos fragmentos amplificados usou-se
eletroforese horizontal em gel submarino de agarose a 1,5 %, contendo 3 ul
Brometo de Etidio .

Em cada reagdo foi adicionado 2 ul de tampao de carregamento, apos
aplicado no gel, totalizando aproximadamente 18 ul de reacdo. Foram utilizados
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'pad'rées' de fragmehtos de iamanho' conhecido. 'A corrida de eleti’oforese'foi
conduzida sob voltagem constante de 120 volts e amperagem constante de 150
mA em tampdo 1 x TBE (13,5 gramas de Tns-Base 6,87. gramas de Acndo bOl’lCO
| 5m| de 0,5 EDTA pH 8,0), por aproxnmadamente 5 horas.

- Os géis foram visualizados em transluminador’ de luz UV, onde foram
dagltahzados em sistema- computadonzado (Eagle Eye | Stratag_ene)_ e
o fotografados para posterlor anahse ‘ ‘ o B -

'- 4.6'.:”_- Anélise dos dados- )
 Paraa analise da diversidade genética de variedades de arroz tradicionais

-do" Maranhdo foram selecionados aqueles q'ue apresentavam . nitidez e
- onsnstencna nas’ reagoes repetldas reahzada com base nas. fotograf as e na

e »dlgltahzagao dos géis,

- Para a anahse estatlstlca foram estvmados o] coeﬂc:ente de Stmllandade
- genetlca entre 0S acessos e analose de coordenadas prmc:pals onde foram
~estimadas as dlstanmas genéticas entre cada par de acessos estudados Estas
estumatlvas foram baseadas no pohmorf SMG . exub|do por cada um dos 42 pnmerx
'Operon computados como presenga Me ausencna (0) de banda. A matriz de
similaridade foi gerada usando o coefi ciente de Jaccard comparando todos os
gendtipos entre si, avaliando tres tipos de mformag,oes em relagdo aos
: marcadores bmanos gerados J= (a / a + b+ ¢), onde “a” corresponde ao niimero
de marcadores presentes em ambos 0s individuos, .“b” representa presenca no
primeiro e auséncia no segund‘o e “C’ representa auséncia no primeiro e presenca
no segundo. '

o |nd|ce ‘de andlise do agrupamento h|erarqwco aglomeratlvo fon
desenvolvida por UPGMA (Unweightes Pair Group Method, Arithmetic Average),
que considera a média dos valores da matriz de similaridade e esta apresehtada
na forma de dendrograma apés analise de cbordenadas parciais. O "pfograma de
. software utilizado para a analise dos dados foi FITOPAC (SHEPHAD,G. s. d.)
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES - -

Dos 42 pnmers utnhzados para a anahse da vanabmdade em vanedade
-tradlmonals de arroz do Maranhao apenas 34 pnmers apresentaram boa
_resolugao de mterpretagao Estes pnmers amphf caram 379. fragmentos de RAPD,

S dos quans 172 (45 38%) apresentaram pohmorﬂsmo (Tabela 3) medla de 5, 05

| .fragmentos por pnmer Este resultado demonstrou grande capacndade de -
' _'.'_-detecgao de pohmorﬁsmo dos marcadores de RAPD nestes genotnpos de arroz.- '
. .. Paraessa anahse de dsversudade genetlca em varledades tradncnonals de'A_ .
-arroz alguns pnmers apresentaram grande numero de bandas amphﬂcadas mais

l l.'com pouco pohmorf iSmo. Assnm o pnmer OPK 04 apresentou 16 bandas sendo_ -

vque dessas ‘duas detectaram pohmorf smo. Outro pnmer o OPAB 11, amphf cou.
. 1" bandas sendo que 08 foram pollmorﬁcas constutumdo se num bom pnmer para

B f‘a anahse (Flgura 2 )

Tabélé_l 3.~ 'Li'stag_ém dos primers utilizados, nimeros de amplificagdes por

. primer, nimero de bandas polimérfiscas por primer para os acessos de arroz do

-Maranhao - . S . : :
Primer " Numero ~ * - Numero Bandas Primer - - Numero - Bandas. Numero ~de
'Bandas - Polimérfiscas = - ~ Amplificadas Bandas
o Amphfcas e B Polimorficas
OPAO1T - - 09.. 02 -~ OPKO4:- - R} .- 02
OPAB 01 11 : 07 . OPN 05 - 05
OPABO2 . 12 - - . 03. ' - OPNO7 oo 15 - 08
" OPAB 03 . 08 - - 06 OPN 14 - : 11 ' 08
- OPAB 04 . 11 06 - . OPN18 12 _ A 06
OPABO5 10 .04 °  OPN20 10 ‘ ' 05
OPAB 06 08 . 01 -~ OPRO6 ' 08 . C 07
OPAB 07 - 15 o 09 - OPR12 1 - 03
OPAB 08 11 04 "OPW 02 - .14 10.
OPABOS - o8 . - . .03 - OPWO03 - .10 02
OPAB 10 : 06 o 03 OPW 10 10 - 06
OPAB 14 .08 04 . OPW 18 oo i - - 07
OPAB 15 ‘ 03 _ N ~ OPW20 ‘ 05 01
OoPAB 16 . 11 .. 04 - -OPX03 11 . . 05
OPAB17 =~ 10 . 05 - OPXO04 12 .08
OPAB 18 . 15 08 . OPX20 : 12 . 10
OPAB 19 12 i 08 ' OPAB 11 o1 : 08
. OPD 08 ) 13 09 . . ‘
OPG 10 R & N * 1
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Primer OPAB11 Primer OPK04

p11 p12 p13 p14 p15 p16 p11 p12 p13 p14 p15 p16 p17 p18

Figura 2. Padrées de bandas amplificadas pélos primers OPAB 11 e OP K 4
em DNA extraidos de variedade tradicionais de arroz do Maranhéao.

Na Figura 3 mostra os padrdées do polimorfismo de fragmento de DNA

amplificado ao acaso (RAPD) em reagdo de polimerazacdo em cadeia (PCR)
utilizando o primer OPWO02, em gel de agarose 1,5%.
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Ladder 1.2 34 5 67 8 9 10 11 121314151617 18 19 20 21 2223 24 Ladder

Figura 3 — Padréo de Polimorfismo de fragmentos de DNA amplificados ao

acaso (RAPD) em reacéo de polimerazacdo em cadeia (PCR) utilizando o primer .
OPW 02, em gel de agarose 1,5 %. Linhas: 1 -IAC 25: 2 - ARAGUAIA; 3-0.

glaberrima ; 4 - O. glumaepatula ; 5 - CICA — 8; 6 - BR IRGA 409; 7-24 -
variedades de arroz do Maranh&o.

A andlise de agrupamento baseado em UPGMA utilizando o indice de
~Jaccard permitiu a formagéo do dendrograma (Figura 4). E através deéte se
observou que a espécie O. glaberrima formou um grupo coeso e com baixa
similaridade (40 — 45%) com outros acessos. Alem disso pode se observar qué
O. glumepatula também é geneticamente distante das outras espécies de arroz
tradicional do estado do Maranhgo. Os resultados também mostraram que o O.
glumaepatuala tem afinidade préxima com a espécie africana O. glaberrima,
confirmando os resultados obtidos por BUSO et al (1998).

22



Niyel - -
fuSdo Espécies
0.939
0.918
0.886
0.880
0.913
0.889
0.87%
0.926
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0.911
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0.899
- 0.889
0.887
0.876°
©0.883
0.873
0.903
0.890
0.849
0.848
0.882
0.842
0.920
' 0.900
0.871
0.863
0.855
1 0.891
0.882
0.867
0.933
Q.835
0.914
0.872
0.863
' 0.830
0.824
0.900
0.858
0.820
0.812
0.891
0.854
0.809
0.881
0.855
0.829

0.923

0.771 I____
0.699 p56

0.137 p 1-+ }
0.657 p 2-+ /\\’\M\\)A\K .
0.670 p5 -

.0.641 pB!
0.637 p
0.631 p!
0.625 p:
0.813 p
0.669 p

NU'O\

= +
0 44 4 Ohuumnsonm.m : A .
°. 445 3-t . D. -ALAdERAMMD, . L

1. o 5786 5780

0.55 0.';5

Jaccetd

Figura 4. Similaridade genética existente entre os gendtipos de arroz avaliados no teste identidade.o
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Embora muitas variedades foram coletadas na mesma regido geografica,
em geral existe pouca relagéo entre as distancias genetlcas e distancia geograf ica.
entre as variedades tradicionais de arroz do Maranhao. |

* As amostras p58, p30, p57 p25 p55 e p60 sao dsstmtas genetlcamente
das outras amostras, e tambem genetlcamente distintas entre si, formando cada
.amostra um grupo. o . L
- Alguns dos acessos apresentaram bandas semelhante ao O glabemma-'
a2 26 20,30,31,46, 47, 52, 62,67 com uma banda, ‘5 e 66-com duas bandas)
(Anexos 1). Indicando -que possa ter havido cru_zamento_s_naturals entre as duas
_espécies SECOND (1985) observdu a carhpo a éxisténcia- esponténea de hibridos
' -entre O glabemma e O. sativa sem grandes dificuldade E a germmagao dos
hubrudos tambem normal com 90% de sucesso (NAYAR, 1973)

Os resultados obtndos com base nesse marcadores mdncam que ndo existe :
a especze ‘0. glaberrima no Estado do Maranh&o e confirmam que a maioria das '
vanedades traducuonats de arroz do Estado do Maranhao compdem o pool génico

: de arroz de sequeiro (O. sativa subespécie Japonica).

Com a técnica RAPD n&o pode se conclunr que as regnoes encontrada em
alguns dos acesso sdo especnﬁcas do africano. Estes acessos terfio ser
estudados utilizando outros marcadores, pois esses dados podem fornecer
informag0es interessantes, que podem ser uteis no entendimento da existéncia do
arroz africano (O. glaberrima) no Brasil.
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