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1. INTRODUCAO

Uma dieta composta principalmente por cereais como o arroz (Oryza sativa
L.) € muito comum em paises pobres, levando as pessoas a sofrer com
deficiéncia de micronutrientes (SPEROTTO et al. 2012). A deficiéncia de ferro &
um problema muito comum em humanos, afetando cerca de dois bilhGes de
pessoas e causando quase um milhdo de mortes anualmente em todo o mundo
(revisado por BOONYAVES et al. 2017). Para auxiliar a resolucao deste problema
€ proposto a biofortificacdo de culturas, ou seja, o desenvolvimento de plantas
com capacidade de acumular mais ferro (MASUDA et al. 2012). O arroz é uma
cultura interessante para biofortificacdo, pois a deficiéncia de ferro ocorre
principalmente em paises em desenvolvimento, onde o arroz é a principal fonte de
alimentacdo (MASUDA et al. 2012). Graos polidos de variedades de arroz
cultivadas fornecem aproximadamente 2 pg.g' de ferro, no entanto o
recomendado é 15 pg.g™ (revisado por BOONYAVES et al. 2017).

A variabilidade genética para conteudo de ferro em gréos de arroz é estreita,
o que dificulta o processo de melhoramento convencional. Ainda, deve-se
destacar que a localizacdo do ferro no grdo varia de acordo com o gendétipo
(revisado por SANTOS et al. 2017), resultando em diferentes niveis de perda
durante o processamento.

Diante desse cenario, € evidente a necessidade de desenvolver genétipos
de arroz com capacidade de manter maiores quantidades de ferro no grao polido,
ou seja, gendtipos com maior capacidade de acumulo e internalizacdo desse
elemento no grdo. Dentre as estratégias, esta a identificacdo de gendétipos com
maior acumulo de ferro em grédos polidos seguido de hibridacdo e posterior
selecdo de recombinantes superiores. Nesse sentido, 0 objetivo desse estudo foi
conduzir hibridacdes entre genoétipos de arroz com maior acumulo de ferro no
gréo.

2. METODOLOGIA

As hibridagbes foram realizadas utilizando-se cinco genotipos de arroz
(Oryza sativa L.,) — Meio Chumbinho, BRS Fronteira, SCS Andosan, EPAGRI 107
e Cachinho — previamente caracterizados por apresentarem maior acumulo de
ferro em graos integrais e em graos polidos.

Para realizacdo das hibridacbes, sementes de cada genétipo foram
semeadas em baldes e mantidas em casa de vegetacdo. Plantas entre os
estadios R2 (formacéo do colar na folha bandeira) e R3 (exsercdo da panicula)
tiveram suas flores emasculadas e foram utilizadas como fémeas nas hibridacoes.
A emasculacdo manual foi realizada nas primeiras horas do dia. Na sequéncia,
coletou-se pdlen das anteras das plantas utilizadas como machos e procedeu-se
a polinizacdo, através da deposicdo do poélen sobre a flor emasculada.
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Realizaram-se hibridacdes entre todos os gendtipos, incluindo seus reciprocos.
Plantas que passaram por esse processo tiveram suas paniculas protegidas.
Apos hibridacdo, as plantas foram mantidas em casa de vegetacdo até o
momento da colheita.

Para avaliar a distancia genética entre 0os acessos, procedeu-se a extracao
de DNA das folhas utilizando o protocolo CTAB (brometo de cetiltrimetilamonio)
(DOYLE; DOYLE 1990). As amostras de DNA liofilizadas foram enviadas para o
Laboratorio de Servicos de Genotipagem do IRRI (Instituto Internacional de
Investigacdo do Arroz) — Filipinas. Os acessos de arroz foram genotipados com
7098 marcadores SNPs (polimorfismo de nucleotideo Unico) utilizando a
plataforma de genotipagem 7K Infinium SNP (lllumina®).

Apés andlise de dados usando o programa TASSEL V.5.2.41 (BRADBURY
et al 2007), foram removidos os acessos de arroz com taxa de chamada (call
rates) < 75% (mais que 25% dos SNPs para aquele acesso ndo apresentavam
leitura). Foram removidos SNPs com leitura em branco (missing data) > 20%
(para o SNP permanecer na andlise € necessario que esteja presente em no
minimo 80% dos acessos) e alelos com baixa frequéncia (minor allele frequency),
neste caso < 5% (alelos que s6 apareciam até 5% nos acessos testados). A
distancia entre os acessos foi calculada através do método da identidade por
estado (identity by state — IBS). Um dendrograma foi obtido pelo método da
ligacdo média entre grupos (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean
- UPGMA). Ambas as andlises foram feitas usando o programa TASSEL V.5.2.41.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Este estudo deu inicio a um programa de melhoramento para acumulo e
internalizacao de ferro em gréaos de arroz. O programa esta em fase inicial, e até o
momento obteve-se sementes F; provenientes de diferentes hibridacbes. Foram
utilizados cinco genitores que apresentaram maiores quantidades de ferro no
grdo. Os gendtipos foram submetidos a diferentes combinacdes, incluindo
hibridacdes reciprocas, as quais foram conduzidas para evidenciar a heranca
materna (genes provenientes do genoma mitocondrial e plastidial) (revisado por
BALDISSERA et al. 2012).

Foram obtidas sementes F; para a maioria das combinacdes testadas
(Tabela 1), porém com numero variavel, o que pode ser explicado pelos fatores
envolvidos no “indice de pega” da hibridagdo. O “indice de pega” da hibridagéo de
arroz depende do processo de emasculacio (GARCIA-YZAGUIRRE e
CARRERES, 2008), da temperatura ambiente (YOSHIDA, 1981) e dos genotipos
utilizados (AGUIAR et al. 2015).

Tabela 1. Numero de paniculas submetidas a hibridacao artificial e nimero de
sementes obtido a partir de cada combinacao.
Combinacgdes N° de paniculas N° de sementes

BRS Fronteira x EPAGRI 107

BRS Fronteira x M. Chumbinho
BRS Fronteira x SCS 114 Andosan
BRS Fronteira x Cachinho
Cachinho x EPAGRI 107

Cachinho x M. Chumbinho
Cachinho x BRS Fronteira
Cachinho x SCS 114 Andosan
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EPAGRI 107 x M. Chumbinho
EPAGRI 107 x SCS 114 Andosan
EPAGRI 107 x BRS Fronteira
EPAGRI 107 x Cachinho

M. Chumbinho x BRS Fronteira

M. Chumbinho x EPAGRI 107

M. Chumbinho x SCS 114 Andosan
M. Chumbinho x Cachinho

SCS 114 Andosan x BRS Fronteira
SCS 114 Andosan x Cachinho
SCS 114 Andosan x EPAGRI 107
SCS 114 Andosan x M. Chumbinho
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As sementes obtidas serdo semeadas para obtencédo de plantas F;, que
dardo origem a populacdes segregantes. As populacdes serdo conduzidas a
homozigose e selecionadas para acumulo e internalizacdo de ferro no gréo.
Novas hibridacdes serao realizadas utilizando as mesmas combinac¢des visando a
obtencdo de maior nimero de sementes para possibilitar a expressdo da
variabilidade genética nas popula¢des segregantes.

A genotipagem dos acessos utilizados nas hibridagbes possibilitou calcular
a distancia genética e classificar os acessos em trés grupos (Figura 1). Os
acessos BRS Fronteira, Meio Chumbinho e Cachinho pertencem ao mesmo
grupo, indicando que sao geneticamente mais proximos. Os acessos SCS 114 e
Epagri 107 ficaram em grupos isolados, evidenciando que sdo geneticamente
distantes entre si e dos demais. Esse resultado demonstra que ha variabilidade
genética entre os acessos utilizados na hibridacéo, o que levara a formacéo de
populacdes segregantes promissoras. A hibridacdo entre individuos
geneticamente distantes pode gerar novas combinacdes alélicas que resultem em
individuos superiores.

— BRS Fronteira

e 0047 Meio C

] 0052 Cachinho

[ifi:5) SCS 114
Andosan

Epagri 107

Figura 1. Dendrograma obtido pelo método UPGMA em cinco acessos de arroz
(Oryza sativa L.) utilizando 4973 marcadores SNPs. Linha vertical ilustra a
separacao em trés grupos com base na distancia média (0,17).

4. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo permitiu dar inicio ao processo de desenvolvimento de novos
genotipos de arroz com maior acumulo e internalizagdo de ferro no grdo. Foram



43 SEMANA XXVII CONGRESSO DE
L)
i\k ey COCI INICIACAQ CIENTIFICA

encontradas dificuldades associadas ao processo de hibridacdo, uma vez que um
pequeno numero de sementes hibridas foi obtido. Novas hibridacdes com a
utilizacdo de diferentes técnicas associadas ao processo estdo programadas.
Estudos paralelos como a caracterizagdo de gendtipos quanto ao acumulo de
ferro no grdo e o mapeamento associativo para esse caracter estdo sendo
conduzidos de modo a gerar conhecimento cientifico para auxiliar os melhoristas.
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