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RESUMO

A selecdo assistda por marcadores moleculares para
tolerancia ao frio é de interesse em arroz devido as dificudades de
selecao em condigdes de campo e ao fato de que a toleréncia varia
conforme o periodo de desenvolvimento da planta. O objetivo deste
trabalho foi caracterizar a tolerancia ao frio de seis gendtipos de
arroz em diferentes periodos de desenvolvimento, verificar as
correlagdes entre estes periodos e identificar a populagdo mais
adequada para o mapeamento da tolerancia ao frio com base no
polimorfismo de marcadores RAPD e caracteristicas fenotipicas. A
tolerdncia ao frio foi avaliada nos periodos de germinagéo,
vegetativo e reprodutivo por meio de dez caracteristicas. Os
resultados mostraram que os gendtipos Japbnica foram mais
tolerantes ao frio que os Indica em todos os periodos de
desenvolvimento estudados. As correlagBes fenotipicas variaram
conforme a caracteristica considerada e foram superiores quando
elas diferenciaram genoétipos tolerantes ao frio de gendtipos
sensiveis. Os coeficientes de Jaccard indicaram um baixo grau de
similaridade entre os gendtipos Japonica e os Indica, portanto com
base nos marcadores RAPD qualquer cruzamento Japdnica x Indica
seria adequado para o mapeamento da tolerancia ao frio. As
caracteristicas  fenotipicas, em contraste, ndo separaram
completamente os genotipos e, baseado nisso, a populagdo mais
divergente para o mapeamento da tolerancia ao frio seria o
cruzamento envolvendo o tolerante Quilla 64117 e o sensivel IRGA
417.

Palavras-chave: Tolerancia ao frio, estadios de desenvolvimento,
Oryza sativa L., marcadores RAPD, mapeamento molecular.

ABSTRACT

Marker assisted selection for cold tolerance is of high interest
in rice due to the difficulties of selection under field conditons and to
the fact that tolerance may vary according to the developmental
stage of the plant. The aim of this study was to characterize rice cold
tolerance at different periods of development in six rice genotypes, to
determine the correlation between these periods and to identify the
most adequate population for molecular mapping of cold tolerance
based on the polimorphism of RAPD markers and phenotypic traits.
Three genotypes belonged to the Japonica subspecies and the other
three to the Indica one. Cold tolerance was evaluated at germination,
vegetative and reproductive periods through measure of ten traits.
Results showed that the Japonica genotypes were more cold tolerant
than the Indica ones in al periods of development studied.
Phenotypic correlations varied according to the evaluated trait and
were higher when the traits differentiated cold tolerant from cold
sensitive genotypes. Jaccard coefficients indicated a low degree of
similarity between Japonica and Indica genotypes, so based on
RAPD markers any Japonica x Indica cross would be suitable for
cold tolerance mapping. Phenotypic fraits, in contrast, did not
separate completely the genotypes, and based on them, the most
divergent population for cold tolerance mapping would be the cross
involving the tolerant Quilla 64117 and the sensitive IRGA 417.

Key words: Chilling tolerance, stages of development, Oryza sativa
L., RAPD markers, molecular mapping.

INTRODUCAO

A tolerancia ao frio em genotipos sulbrasileiros de arroz
é importante devido a ocorréncia de temperaturas baixas nos
estadios iniciais e no periodo reprodutivo, as quais
prejudicam o estabelecimento da lavoura e o rendimento de
graos, respectivamente (SOUZA, 1990). A selecdo para
toleréncia ao frio é, no entanto, dificultada devido a complexa
base genética do carater (KHAN et al., 1986), aliada a falta
de controle sobre o estresse em condi¢cdes de campo. Além
disso, a tolerancia ao frio nas fases iniciais nao foi
correlacionada com a tolerancia no periodo reprodutivo (LI et
al., 1981; SHAHI & KHUSH, 1986; KAW, 1991), o que
implica em selecionar para tolerancia em cada periodo de
desenwlvimento separadamente. Neste contexto, a
associacdo de marcadores moleculares a tolerancia ao frio
seria extremamente Util para a selecdo assistida desta
caracteristica, sem a necessidade da ocorréncia do estresse
e pemitindo a avaliagdo de um grande nimero de
individuos.

O mapeamento molecular da tolerdncia ao frio em
arroz ja pemitiu a associacdo de marcadores de DNA a
tolerdncia na fase reprodutiva (SAITO et al, 2001;
TAKEUCHI et al., 2001; ANDAYA & MACKILL, 2003b;
SAITO et al., 2003), vegetativa (QIAN et al., 2000; ANDAYA
& MACKILL, 2003a) e de geminacdo (HOU et al., 2003;
FUJINO et al., 2004; MIURA et al., 2004). Em todos estes
estudos os marcadores mais utilizados foram os de RFLP
(Random Fragment Length Polymorphism) e de SSR (Simple
Sequence Repeats), sendo que em um deles os marcadores
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) também foram
utilizados. A vantagem dos dois primeiros é que sao
marcadores codominantes, porém os marcadores RFLP
apresentam grau de polimorfismo inferior aos SSR e RAPD,
0s quais sado obtidos de forma mais rapida por se basearem
na reacdo de PCR (Polymerase Chain Reaction). Os
marcadores SSR tém ainda a vantagem adicional de estarem
associados a cromossomos especificos e, portanto,
possibilitam o mapeamento fisico da caracteristica. No
entanto, sdo de custo mais elevado para sua obtencio
quando comparados aos RAPD. A facilidade, rapidez e o
baixo custo aliado ao grau de polimorfismo gerado tornam os
marcadores RAPD bastante (teis para o0 mapeamento de
caracteristicas de importancia agronémica e selegdo
assistida (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995), ja tendo
sido associados tanto a tolerancia quanto a sensibilidade ao
frio no periodo vegetativo do arroz e foram indicados para
selegdo assistida do carater (KIM et al., 1999).

No processo de mapeamento, a escolha do
gemoplasma a ser utilizado é fundamental, pois quanto
maior for a distancia genética entre os genitores que dardo
origem & populagdo a ser mapeada, maior a chance de
serem detectados polimorfismos ao nivel de DNA (MILACH,
1998). Os marcadores RAPD se inserem muito bem para
estes estudos preliminares de polimorfismo, quando
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objetivo é definir qual a populagdo com maior
divergéncia molecular para ser usada no mapeamento.

Neste sentido, este trabalho teve por objetivos
caracterizar a reacéo ao frio de seis gendétipos de arroz em
trés periodos de desenwolvimento, verificar a correlacdo
entre estes periodos quanto a tolerancia ao frio e identificar a
populagdo mais adequada para 0 mapeamento deste carater
em arroz por meio do polimorfismo existente entre os seis
genotipos quanto a marcadores RAPD e caracteristicas
fenotipicas de tolerancia ao frio.

MATERIAL E METODOS

Seis genotipos de arroz, sendo trés tolerantes ao frio e
pertencentes a subespécie Japdnica (Quilla 66304, Quilla
64117 e Diamante) e trés sensiveis e pertencentes a
subespécie Indica (IR 8, IRGA 417 e BRS 7), foram
caracterizados fenotipica e moleculamente. A
caracterizagdo dos genotipos quanto a tolerancia ao frio foi
feita sob condicbes de temperatura controlada em trés
periodos de desenvolvimento por meio de experimentos
conduzidos independentemente e relatados na sequéncia.
Os experimentos conduzidos no periodo de geminagdo
foram realizados no Laboratério de Sementes do
Departamento de Plantas de Lavoura, UFRGS, e os
experimentos conduzidos nos periodos vegetativo e
reprodutivo foram realizados na casa-de-vegetacéo e sala
climatizada do IRGA, em Cachoerinha, RS.

Caracterizacéo fenotipica no periodo de geminagao
Experimento |

Neste experimento, os seis genoétipos de arroz foram
submetidos & geminacdo sob duas condigdes: 13°C por 28
dias (frio) e 28°C por sete dias (controle). As sementes foram
desinfestadas em alcool 70% por 30 segundos e hipoclorito
de s6dio 5% por 20 minutos, sendo ap6s lavadas seis vezes
com agua destilada estéril. Foram, entdo, colocadas em
placas de Petri contendo papel geminador umedecido com
agua destilada e 1 mL de Benomil 2,5 ppm para evitar
contaminacgdo. O experimento foi conduzido no delineamento
de blocos casualizados com trés repetices, sendo os blocos
constituidos por diferentes prateleiras na cédmara de
geminacdo. Foram colocadas 20 sementes por placa de
Petri, constituindo a média desta placa uma repeti¢cdo, num
total de 60 sementes por gendtipo. Apds cada periodo de
geminacéo (frio e controle), o comprimento do coledptilo das
sementes foi medido, em mm, e a avaliacdo da toleréncia ao
frio foi feita por meio da porcentagem de redugdo no
comprimento do coledptilo (REDCOL), obtida comparando-se
os dados do tratamento de frio com os dados na condigdo
controle, pela férmula: REDCOL (%) = [(comprimento do
coledptilo no frio x 100)/ comprimento do coledptio no
controle] — 100, onde o comprimento do coledptilo € a média
das 20 sementes avaliadas por repeti¢do por genaétipo.

Experimento Il

Neste experimento, os seis gendtipos de arroz foram
submetidos a geminagdo sob temperatura variavel tendo
sido utilizado: 28°C por 72 horas, 13°C por 96 horas (frio) e
novamente 28°C por mais 72 horas, o que pemitiu dar
condigdes iniciais 6timas de geminacdo a todos os
genotipos, seguida por um periodo curto de frio e novamente
temperatura favoravel a geminagdo. A desinfestacdo das
sementes e a condugdo do experimento foram feitos

conforme o experimento I. O comprimento do coledptilo foi
medido em duas ocasifes: ap6s o periodo de 96 horas a
13°C (comprimento 1) e apés o segundo periodo de 72 horas
a 28°C (comprimento 2). A avaliacao da tolerancia ao frio foi
feita através do recrescimento do coledptilo (RECRCOL), em
mm, que consistiu na diferenca entre a segunda e a primeira
medi¢cdes, ou seja, na capacidade de crescmento do
coledptilo apés o periodo de frio, de acordo com a férmula:
RECRCOL (mm) = (comprimento 2) — (comprimento 1), onde
o comprimento do coledptio é a média das 20 sementes
avaliadas por repeti¢do por genotipo.

Caracterizacao fenotipica no periodo vegetativo

Os seis gendtipos de arroz foram semeados em baldes
de 19,5 cm de altura por 16 cm de didmetro contendo solo
coletado no campo e adubado com 2 g da formula 2-20-20.
Foram utilizados dois baldes por genétipo com trés plantas
por balde, as quais foram mantidas em casa-de-vegetacéo. A
adubagdo nitrogenada foi feita 40 dias ap6s a emergéncia
das plantas, utilizando-se 2 g de uréia (45% N) por balde.
Quando estavam com seis folhas, metade das plantas de
cada genétipo foi submetida a temperatura de 15°C por 12
dias (frio) em sala climatizada com fotoperiodo de 12 horas e
a outra metade pemaneceu na casa-de-vegetacéo
(controle). A radiacdo utilizada na sala climatizada foi
constituida por lampadas fluorescentes e incandescentes e
estava em torno de 112.300 lux, o que corresponde a 1517,7
umol s m™ Diferencas de intensidade e qualidade de luz
entre a sala climatizada e a casa-de-vegetagdo constituiram
uma variavel ndo controlada.

As plantas foram avaliadas quanto a estatura e grau de
amarelecimento das folhas apés o periodo de frio (data 1) e
novamente apos sete dias de temperatura nomal (28°C) na
sala climatizada (data 2). Nestas mesmas ocasides, também
foram avaliadas a estatura e o amarelecimento das folhas
das plantas mantidas na casa-de-vegetacdo. A estatura foi
avaliada medindose a distancia da base da planta até a
ponta da folha mais longa, em com. O grau de
amarelecimento foi avaliado por meio de leituras com
aparelho clorofildbmetro, as quais foram realizadas na base,
meio e apice da 4% 5% e 6° folhas de cada planta. Cada
repeticdo foi constituida pela média das trés folhas de cada
planta, as quais foram obtidas a partir da média das trés
leituras de cada folha (valor médio clorofildmetro). Cada
planta foi considerada uma repeticdo, de forma que para
cada gendtipo se teve trés repeticbes na condicdo de frio e
trés na condicdo controle. O delineamento experimental
utilizado foi o completamente casualizado.

A tolerancia ao frio no periodo vegetativo foi obtida pela
comparacgdo das avaliagBes realizadas na situacdo de frio
com o controle e expressa como a porcentagem de reducgdo
na clorofila (REDCLO) e na estatura das plantas (REDEST)
nas datas 1 e 2, de acordo com as férmulas:

REDCLOD1 (%) = [(valor médio clorofilbmetro no tratamento
de frio na data 1 x 100)/ valor médio clorofiémetro no
tratamento controle na data 1] — 100

REDCLOD2 (%) = [(valor médio clorofilbmetro no tratamento
de frio na data 2 x 100)/ valor médio dorofilémetro no
tratamento controle na data 2] — 100

REDESTD1 (%) = [(estatura no tratamento de frio na data 1 x
100)/ estatura no tratamento controle na data 1] — 100
REDESTD?2 (%) = [(estatura no tratamento de frio na data 2 x
100)/ estatura no tratamento controle na data 2] — 100
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Caracterizacéo fenotipica no periodo reprodutivo

O experimento foi instalado da mesma forma que para
0 periodo vegetativo, porém foram utilizados dez baldes para
cada genotipo, num total de 30 plantas por gendtipo. O
delineamento experimental utilizado foi o completamente
casualizado, com um numero varidvel de repetigdes, as
guais corresponderam ao numero de perfilhos avaliados. A
reacdo ao frio dos gendtipos no periodo reprodutivo foi
avaliada em dois estadios, microsporogénese e antese,
submetendo-se perfilhos nestes estadios a uma temperatura
de 17°C por sete dias (frio). Para cada gendtipo, algumas
plantas foram mantidas pemanentemente na casa-de-
vegetacao (controle).

O estddio de microsporogénese foi visuamente
determinado através da distancia entre as auriculas da folha
bandeira e as da folha anterior, tendo sido utilizado um
intervalo de —3 a +10 cm como indicativo deste estadio
(SHIBATA, 1979). O estadio de antese foi considerado a
partir do inicio da exposicdo da panicula e, no caso de
haverem flores abertas, as mesmas foram manualmente
eliminadas. Apds o periodo de frio, as plantas foram levadas
de wlta a casa-de-vegetacdo onde pemaneceram até a
maturagdo. Neste estddio, as paniculas dos perfilhos
submetidos ao teste de frio e das plantas controle foram
colhidas individualmente e posteriormente avaliadas quanto
ao grau de exercdo e porcentagem de fertlidade de
espiguetas.

O grau de exercdo da panicula foi tomado como a
distancia entre a ligula da folha bandeira e a base da
panicula, em cm, sendo que valores positivos indicam
exercdo completa da panicula (base da panicula acima da
ligula da folha bandeira) e negativos exer¢cdo incompleta
(base da panicula abaixo da ligula da folha bandeira). A
fertilidade de espiguetas foi obtida através da contagem do
ndmero de grdos cheios e vazios e expressa como
porcentagem de grédos cheios sobre o nimero total de graos
da panicula. A tolerancia ao frio no periodo reprodutivo foi
expressa como porcentagem de redugdo na exercdo da
panicula (REDEXER) e na fertilidade de espiguetas
(REDFERT) nos estadios de microsporogénese e antese,
obtida pela comparacgéo do tratamento de frio com asituagédo
controle, de acordo com as férmulas:

REDEXERM (%) = [(exer¢8o da panicula no tratamento de
frio na microsporogénese x 100)/ exer¢do da panicula no
tratamento controle] — 100

REDEXERA (%) = [(exercdo da panicula no tratamento de
frio na antese x 100)/ exer¢cdo da panicula no tratamento
controle] — 100

REDFERTM (%) = [(fertilidade de espiguetas no tratamento
de frio namicrosporogénese x 100)/ fertilidade de espiguetas
no tratamento controle] — 100

REDFERTA (%) = [(fertilidade de espiguetas no tratamento
de frio na antese x 100)/ fertiidade de espiguetas no
tratamento controle] — 100

Caracterizacdo molecular

As analises moleculares foram realizadas no
Laboratério de Genética Molecular do Departamento de
Plantas de Lavoura, UFRGS. O DNA dos genotipos foi
extraido conforme o protocolo de NELSON (1993),
coletando-se em bulk folhas de uma planta jovem (trés a
quatro folhas) por genétipo. A verificagdo de polimorfismos
ao nivel de DNA foi feita pela técnica de RAPD, utilizando o
seguinte protocolo para a reagcdo de PCR: tampao Gibco
BRL 1X, MgCl2 [2,5mM], dNTPmix [0,2mM], 25 ng de primer,
1U de Taq polimerase (Themus aquaticus Gibco BRL) e 20
ng de DNA gendmico em 13 uL de volume final completado
com agua milliQ estéril. A amplificacdo do DNA foi feita em
termociclador MJ Research utilizando o seguinte programa:
94°C por 4’, seguido de 45 ciclos de 94°C por 30"
(desnaturacéo), 37°C por 30” (anelamento) e 72°C por 66”
(extensdo) e um estagio final de 72°C por 7’. Os produtos de
RAPD foram separados por eletroforese em gel de agarose
2% com tampé&o TBE 0,5X e 0,192 uL mL? de Brometo de
Etidio. Foi utilizado DNA ladder 1Kb (Gibco Research
Laboratories, BRL) como marcador de tamanho e os géis
foram visualizados em transiluminador UV e fotografados
pelo sistema Kodak Digital Science.

Foram testados 99 primers da OPERON, porém os
resultados foram baseados em 74 primers que forneceram
161 bandas polimoérficas e com intensidade confidvel para
analise (Tabela 1). Estes 161 marcadores s&do resultado de
duas reagbes de PCR, ou seja, para cada primer que
produziu bandas polimérficas foram realizadas duas reagdes
de PCR para confimar o polimorfismo, intensidade e
repetibilidade da banda obtida.

Tabela 1. Primers (série e nimero) utilizados para a caracterizagdo molecular de seis genétipos de arroz.

Série do primer

NUmero do primer

OPERON A 4,9,10,12,17€ 19
OPERON D 1,2,5,8,12,15e 19

OPERON E 1,2,4,6,9,12,14,15,17 € 20

OPERON L 1,2,3,4,5,6,8,9, 10,11, 14, 15,18 € 20
OPERON M 2,10,11,12,13 e 18

OPERON P 1,3,4,6,7,8,13,14,17,18 € 19
OPERON T 1,2,4,6,9,16,17 e 20

OPERON U 2,3,5,6,7,8,9,10,12,17, 19 e 20

Andlise estatistica
Os dados relativos as caracteristicas de tolerancia ao
frio avaliadas nos seis genétipos em trés periodos de
desenwolvimento foram submetidos a andlise de variancia e
comparacdo de médias pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade. A associagdo entre os diferentes periodos de

desenvolvimento e entre caracteristicas dentro de um
mesmo periodo foi verificada através do calculo dos
coeficientes de correlacdo de Pearson. Estas analises foram
realizadas no Programa SAS (Statistical Analysis System).
Os dados fenotipicos também foram utilizados em uma
andlise de agrupamento para os seis gendtipos de arroz, de
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forma a identificar os mais divergentes e, assim, a populacdo
mais adequada para o mapeamento da tolerancia ao frio. A
partir dos dados médios dos seis genétipos para as dez
caracteristicas fenotipicas foi produzida uma matriz de
correlagdo utilizando a funcdo Simint do Programa NT-SYS,
a qual foi utilizada para a andlise de agrupamento feita pelo
método UPGMA (Unweighted Pairgroup Arithmetic Average
Clustering Method). Com os resultados desta andlise foi
construido um dendrograma, mostrando a proximidade
relativa entre os gendtipos quanto a reacdo ao frio nos
periodos de desenvolvimento avaliados.

A partir dos dados moleculares foi realizada uma
andlise de agrupamento de forma a verificar quais os
genotipos mais divergentes e, portanto, a populagdo com
maior grau de polimorfismo ao nivel de DNA a ser utilizada
no mapeamento da tolerancia ao frio em arroz. Para isto, os
resultados das andlises de RAPD foram computados como 1

(presenca de banda) e 0 (auséncia de banda), constituindo
uma matriz de dados binarios relativa aos seis gendtipos e
161 marcadores. A similaridade dos genétipos a partir desta
matriz de dados foi feita pelo célculo do coeficiente de
Jaccard, utilizando a fungdo Simqual do Programa NT-SYS.
A partir da matriz de similaridade produzida foi realizada a
andlise de agrupamento pelo método UPGMA e construido o
dendrograma.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os seis genétipos de arroz diferiram significativamente
entre si para as dez caracteristicas estudadas (Tabelas 2 e
3), indicando a existéncia de variabilidade para tolerancia ao
frio nos trés periodos de desenvolvimento.

Tabela 2. Médias das caracteristicas porcentagem de reducéo no comprimento do coledptilo (Redcol), recrescimento
do coleoptilo (Recrcoal), porcentagem de reducdo na clorofila nas datas 1 e 2 (Redclod1 e Redclod2) e
de reducdo na estatura nas datas 1 e 2 (Redestd1 e Redestd2) em seis gendtipos de arroz.

Germinagé&o Periodo vegetativo

Genotipo Redcol Recrcol Redclod1 Redclod2 Redestdl Redestd2
BRS 7 38a 9b 36a 38D 14 ab 13 ab
IRGA 417 32a 10b 3la 55a 11 ab 4b

IR 8 43 a 15b 29a 37b 10 ab 8b
Diamante 11b 28 a 16 b 20c 22 a 22 a
Quilla 66304 3la 28a 13b 8c 2b 7b
Quilla 64117 15b 26a 7b 9c 3b 3b

Médias seguidas pelamesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan («=0,05)

Tabela 3. Médias das caracteristicas porcentagem de redugdo na exercdo e na fertlidade de espiguetas na antese
(Redexera e Redferta) e na microsporogénese (Redexerm e Redfertm) em seis genétipos de arroz.

Periodo reprodutivo

Microsporogénese Antese
Genotipo Redexem Redfertm Redexera Redferta
BRS 7 12b 95a 243 b 99a
IRGA 417 14 b 67c 125d 99a
IR8 443 a 82b 649 a 87b
Diamante 11b 6d 162 ¢ 46 c
Quilla 66304 9b 2d 139 cd 52c
Quilla 64117 50 b 14d le 11d

Médias seguidas pelamesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (a=0,05)

Cabe salientar que quanto maior o recrescimento do
coledptilo e menor a redugdo nas outras caracteristicas
avaliadas, maior é a tolerancia ao frio do genétipo.
Considerando o conjunto de caracteristicas, pode-se
observar que, de forma geral, os genétipos Japo6nica foram
mais tolerantes ao frio que os gendtipos Indica, o que
concorda com relatos anteriores (LI et al., 1981; SHAHI &
KHUSH, 1986). No entanto, a toleréncia e sensibilidade dos
gendtipos dentro de cada subespécie variou conforme a
caracteristica considerada. No caso dos genétipos Japonica,
por exemplo, observou-se que o gendtipo Diamante foi o
mais tolerante quanto a porcentagem de reducdo no
comprimento do coledptilo, enquanto que no periodo
vegetativo foi o menos tolerante (Tabela 2).

As correlagbes entre as dez caracteristicas estudadas
foram obtidas com o objetivo de verificar a relacdo entre os
diferentes periodos de desenvolvimento e entre as diferentes

caracteristicas avaliadas em um mesmo periodo quanto a
tolerancia ao frio (Tabela 4).

As duas caracteristicas avaliadas na geminacao foram
negativa e significativamente correlacionadas, porém a
magnitude da correlagdo foi intermediaria, indicando que a
selecdo para aumento do recrescimento do coledptilo ndo
implica necessariamente em diminuir a porcentagem de
reducao no comprimento do mesmo e vice-versa. A provavel
relacdo de cada uma destas caracteristicas com diferentes
mecanismos de tolerancia ao frio na geminacdo ja foi
discutida (CRUZ & MILACH, 2004), o que explicaria a
correlacdo intemediaria entre as mesmas. Além disso, esta
correlacdo deve ter relacdo com o comportamento do
genodtipo tolerante Quilla 66304 que, apesar de ter sido
superior aos sensiveis quanto ao recrescimento do
coledptilo, ndo se diferenciou dos mesmos na porcentagem
de reducdo no comprimento do coledptilo (Tabela 2).
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Tabela 4. Correlagbes de Pearson entre as caracteristicas de tolerancia ao frio avaliadas nos trés periodos de desenvolvimento
estudados.

Caracteristicas por periodo de desenvolvimento

Reprodutivo

Germinagao Vegetativo

Microsporogénese Antese

Redcol Recrcol Redclod1 Redclod2 Redestd1 Redestd2 Redexerm Redfertm Redexera Redferta

Redcol 1,00 -0,54* 0,59** 0,49* -0,24 -0,29 0,47* 0,64** 0,61* 0,70*
Recrcol 1,00 -0,86** -0,86** -0,03 0,17 -0,16 -0,89** -0,35 -0,83*
Redclod1 1,00 0,78* 0,28 0,06 0,19 0,82 0,45* 0,87**
Redclod2 1,00 0,26 -0,07 0,18 0,81* 0,37 0,87*
Redestdl 1,00 0,76** 0,03 0,17 0,14 0,21
Redestd2 1,00 -0,07 -0,11 0,09 0,01
Redexerm 1,00 0,39 0,87** 0,22
Redfertm 1,00 0,58** 0,83**
Redexera 1,00 0,52*
Redferta 1,00

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

No periodo vegetativo, a porcentagem de reducdo na
clorofila ndo foi correlacionada com a redugdo na estatura
em nenhuma das datas de avaliacdo (Tabela 4). Apesar de
Smillie, apud POISSON et al. (1996) ter relatado que tanto a
elongacdo como a coloracdo das folhas sdo afetadas pela
temperatura baixa, conforme KANEDA & BEACHELL (1972)
a diminuicdo na estatura e o amarelecimento foliar parecem
ser caracteristicas independentes. De fato, ao medir cada
uma destas caracteristicas, se esté avaliando, indiretamente,
processos fisioldgicos distintos. No caso da porcentagem de
reducgdo na clorofila, séo os danos ao sistema fotossintético
que séo avaliados e, ao medir a porcentagem de reducéo na
estatura, € a diminuicdo na divisdo e elongacgdo celulares
gue é considerada. De forma geral, pode-se afimar que,
para os genodtipos e condigdes de frio testadas, a
temperatura baixa no periodo vegetativo teve maior
influéncia sobre a coloragdo das folhas do que sobre a
estatura das plantas (Tabela 2), sendo este efeito mais
pronunciado na data 2, indicando que os danos ao sistema
fotossintético das plantas aumentaram sob temperatura
nomal. Este resultado concorda com relatos da literatura de
gue o dano de frio se manifesta mais seriamente apos a
nomalizagdo da temperatura (Tajima et al., apud TAJIMA,
1995). Ja no que se refere a reducédo na estatura, esta foi
maior quando avaliada logo ap6s o frio, na data 1 (Tabela 2),
0 que demonstra que durante o periodo de temperatura
nomal as plantas retomaram o crescimento. Isto esta de
acordo com o observado por Kondo, apud SALAHUDDIN &
VERGARA (1974) de que apesar da temperatura baixa inibir
a elongacado da lamina e bainha da folha, as plantas podem
crescer nomalmente apés um periodo de temperatura baixa.

No periodo reprodutivo, a correlagdo da porcentagem
de redugdo na exercdo da panicula com a reducdo na

fertilidade de espiguetas foi significativa apenas no estadio
de antese (Tabela 4), comprovando que o efeito do frio sobre
a exergdo da panicula é maior na antese que na
microsporogénese. O estadio de antese, por corresponder ao
momento da exercao da panicula, é agquele onde se espera
maior redugdo nesta caracteristica, como foi de fato
observado (Tabela 3). Porém, a magnitude das correlagbes
ndo foi alta, indicando que a diminuicdo na fertiidade de
espiguetas, apesar de sofrer influéncia da exercdo da
panicula (CHUNG, 1979), resultou em grande parte dos
efeitos diretos do frio sobre os processos fisiolégicos
relacionados a formacgé&o dos gréos de polen.

No que se refere as correlagdes entre os diferentes
periodos de desenvolvimento, observou-se que elas
variaram conforme a caracteristica considerada (Tabela 4).
Assim, as maiores correlacbes foram observadas entre as
caracteristicas que diferenciaram nitidamente os trés
gendtipos tolerantes dos trés sensiveis, como recrescimento
do coleoptilo (Tabela 2), reducédo na clorofila (Tabela 2) e
reducdo na fertilidade de espiguetas (Tabela 3).

Pelos resultados obtidos foi possivel verificar que os
gendtipos Japdnica sdo superiores aos Indica quanto a
tolerdncia ao frio nos trés periodos de desenvolvimento, o
que concorda com a literatura de que, em geral, a tolerdncia
ao frio € maior na subespécie JapOnica que na Indica (LI et
al., 1981). Porém, para tomar a decisdo de qual populagédo
Indica x Japdnica é mais adequada para 0 mapeamento da
tolerancia ao frio é fundamental avaliar também o
polimorfismo ao nivel de DNA, ou seja, a variabilidade
molecular entre os gendtipos. Assim, com os dados relativos
a 161 marcadores de RAPD foi obtida uma matriz de
similaridade (Tabela 5) a partir da qual foi realizada a anélise
de agrupamento dos genotipos (Figura 1).
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Tabela 5. Matriz de similaridade (indice de Jaccard) entre seis genotipos de arroz obtida a partir de dados de 161 marcadores

RAPD.

IRGA 417 BRS 7 IR8 Quilla 66304 Quilla 64117 Diamante
IRGA 417 1,00 0,66 0,58 0,12 0,09 0,10
BRS 7 1,00 0,76 0,10 0,09 0,09
IR 8 1,00 0,09 0,11 0,09
Quilla 66304 1,00 0,68 0,74
Quilla 64117 1,00 0,81
Diamante 1,00

Asimilaridade entre os gendtipos tolerantes e sensiveis
estudados com base no indice de Jaccard foi minima (Tabela
5 e Figura 1), indicando que qualquer cruzamento Indica x
Japdnica, neste caso, pode ser utiizado para o
desenwolvimento da popula¢do a ser mapeada no que diz
respeito a diversidade molecular. ZHU et al. (1993) também
observaram um elevado polimorfismo ao construirem um
mapa molecular a partir de uma populacdo proveniente de
um cruzamento Indica x Jap6nica. De fato, o alto grau de
polimorfismo observado nos cruzamentos
intersubespecificos em arroz faz com que sejam muito
utilizados para a associagdo de marcadores moleculares a
caracteristicas de importancia agronémica (YANAGIHARA et
al., 1995; XIAO et al., 1995; REDONA & MACKILL, 1996).

Além disso, apresentam a vantagem adicional de que, por
nao envolverem espécies silvestres, tém aplicacdo mais
direta nos programas de melhoramento. No presente caso, 0
polimorfismo entre os gendétipos Indica e Japonica estudados
foi detectado com base em marcadores RAPD, os quais ja
haviam sido indicados para diferenciar estas subespécies
devido ao seu alto grau de polimorfismo (CRUZ et al., 2003).
Apesar dos marcadores SSR serem mais indicados para
estudos de mapeamento, neste trabalho optou-se por utilizar
marcadores RAPD pelo seu baixo custo e rapidez de
obtenc&o, uma vez que o objetivo era apenas verificar o grau
de divergéncia molecular a nivel preliminar e nédo
necessariamente testar marcadores para UusO no
mapeamento propriamente dito.

IRGA 417

IR 8

BRS 7

Quilla
66304

Quilla
64117
Diamante

0,10 0,27 0,45 0,63
Jaccard

Figura 1. Dendrograma de seis genétipos de arroz baseado no indice de Jaccard obtido a partir de 161 marcadores RAPD.

Para a verificacdo da diversidade fenotipica, ou seja,
quais 0s genodtipos que apresentam fenotipos extremos para
as caracteristicas a serem mapeadas, foram utilizados os
dados médios dos seis genoétipos para as dez caracteristicas

estudadas para a obtencdo de uma matriz de correlagédo
(Tabela 6), a partir da qual foi feita a analise de agrupamento
(Figura 2).

Tabela 6. Matriz de correlacdo entre seis genoétipos de arroz obtida com base em dez caracteristicas de tolerAncia ao frio
avaliadas nos periodos de geminacdo, vegetativo e reprodutivo.

IRGA 417 BRS 7 IR8 Quilla 66304 Quilla 64117 Diamante
IRGA 417 1,00 0,85 0,39 0,72 -0,24 0,63
BRS 7 1,00 0,77 0,86 -0,22 0,88
IR8 1,00 0,68 0,14 0,82
Quilla 66304 1,00 -0,26 0,94
Quilla 64117 1,00 -0,27
Diamante 1,00
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No agrupamento feito com base nos dados fenotipicos
(Figura 2) ndo foi observada uma diferenciagdo téo clara
entre os gendtipos Indica e Japbnica como aquela obtida
pelo agrupamento molecular (Figura 1). A excecao foi o
genodtipo Quilla 64117, que se mostrou extremamente
divergente em relacdo aos demais sendo, portanto, o mais
indicado como genitor tolerante da populagdo de
mapeamento. Entre os gendtipos Indica estudados, o IRGA

417 foi o mais divergente em relacio aos demais e seria,
portanto, 0 mais adequado como genitor sensivel (Figura 2).
Observa-se, portanto que, apesar dos dados
moleculares indicarem que qualquer populacdo Indica X
Japodnica poderia ser utilizada no mapeamento da toleréncia
ao frio em arroz devido ao alto polimorfismo existente entre
0os grupos (Figura 1), os dados fenotipicos foram
fundamentais para a escolha adequada dos gendétipos
genitores, demonstrando sua importancia neste sentido.

IRGA 417

Quilla
66304

Diamante

BRS 7

IR 8

Quilla
64117

| T T T T l T T T T |
-0,17 0,11 0,38 0,66
Correlagéao

T T T T T

0,94

Figura 2. Dendrograma de seis genotipos de arroz baseado na correlagdo obtida a partir de 12 caracteristicas de tolerancia ao frio.

Cabe salientar que isto s6 foi possivel apés a analise
de agrupamento feita (Figura 2), a qual evidenciou qual a
combinagdo Indica x Jap6nica mais divergente em temmos
fenotipicos para o apeamento. Deve ser lembrado, porém,
gue este agrupamento foi feito com base no conjunto das
caracteristicas avaliadas e, por isso, indica a melhor
populagdo se o objetivo for o mapeamento da tolerancia ao
frio nos trés periodos estudados. O gendtipo Quilla 64117
destacouse pela tolerdncia ao frio nos trés periodos
avaliados, mas foi provavelmente seu comportamento
superior aos demais genotipos Japbnica no periodo
reprodutivo a causa do resultado observado (Tabelas 2 e 3).
Assim, se o objetivo for o mapeamento da tolerancia ao frio
em apenas um dos periodos de desenvolvimento, deve-se
realizar uma nova andlise de agrupamento com base apenas
nos dados fenotipicos relativos aquele periodo e, assim, a
populagdo mais adequada pode vir a ser outra.

CONCLUSOES

Os gendtipos Diamante, Quilla 66304 e Quilla 64117
sdo tolerantes ao frio nos trés periodos de desenvolvimento
estudados e os gendtipos IRGA 417, BRS 7 e IR 8 sédo
sensiveis.

Os periodos de desenwolvimento avaliados sé&o
correlacionados quanto a tolerancia ao frio quando esta foi
avaliada por meio do recrescmento do coledptio
(geminacao), reducéo na clorofila (vegetativo) e reducgdo na
fertilidade de espiguetas (reprodutivo).

A populagdo mais indicada para o mapeamento da
tolerancia ao frio, considerando-se todas as caracteristicas

fenotipicas simultaneamente, € a que enwvolve o gendtipo
sensivel IRGA 417 e o tolerante Quilla 64117.
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