PERFIS PROTEICOS DE VARIEDADES PARENTAIS E HIBRIDOS DE ARROZ

E SUA CORRELAGAO COM HETEROSE!

ANTONIO COSTA DE OLIVEIRA2, ERIC DERBYSHIRES, MARIA TERESA V. CARVALHO* e AKIHIKO ANDO®

RESUMO - Duas cultivares japonesas e cinco brasileiras de arroz (Oryza sativa L.) foram anali-
sadas quanto a caracteristicas morfologicas e protéicas, e os hibridos de seus cruzamentos foram
avaliados também quanto 4 heterose ¢ heterobeltiose. As caracteristicas protéicas em conjunto,
como também as caracteristicas morfolégicas, permitiram discriminar entre os materiais indivi-
duais. Os perfis protéicos determinados sob condigdes dissociantes e os perfis de atividade fosfa-
tase acida (FAC), além de niimero de perfilhos produtivos, nimero de graos por planta, produgéo
de grdos e dias até 50% do florescimento (DPF), diferiram entre as cultivares japonesas e as
brasileiras. O nimero de perfilhos produtivos, o de grios por planta e DPF apresentaram correla-
¢3es significativas com produgdo tanto para as cultivares como para os hibridos. Diferengas
quantitativas na intensidade relativa da atividade de esterase entre os parentais e os hibridos, e,
em menor extensdo, diferengas qualitativas nos perfis de fosfatase acida, foram relacionadas & he-
terobeltiose para peso de grios. todos os hibridos com heterobeltiose positiva para peso de gréos
envolviam o cruzamento da cultivar japonesa Senshou com uma cultivar brasileira. A proteina to-
tal ndio-dissociada permitiu diferenciar cada uma das quatorze amostras analisadas, mas a combi-
nag#o dos caracteres protéicos fornece base mais segura para a discriminago.

Termos para indexagdo: Oryza sativa, heterose, isoenzimas.

PROTEIN PROFILES OF PARENTAL VARIETIES AND HYBRIDS OF RICE
AND THEIR CORRELATION WITH HETEROSIS

ABSTRACT - Two Japanese and five Brazilian cultivars of rice (Oryza sativa L.), were analyzed
for morphological and protein traits and the hybrids from their crosses were also evaluated for
heterosis and heterobeltiosis. The protein traits in combinations, as well as the morphological
traits permitted to discriminate at the individual level. The protein profiles determined under
dissociating conditions and the acid phosphatase profiles (FAC), and the morphological characters
number of productive tillers, number of grains per plant, grain production and days to flowering
(DPF), differed between the Japanese and Brazilian groups. The number of productive tillers,
number of grains per plant and DPF showed significant correlations with production both for
cultivars and for hybrids. Quantitative differences in the relative intensity of esterase activity
among the parental cultivars and hybrids and, as a smaller factor, qualitative differences in the
acid phosphatase profiles were related to heterobeltiosis for grain weight. All the hybrids with
positive heterobeltiosis for grain weight were derived from crosses between the Japanese cultivar
Senshou and Brazilian cultivars. The total undissociated protein permitted to differentiate each of
the fourteen samples analyzed, however the combination of protein characters gives a more secure
basis for discrimination.

Index terms: Oryza sativa, heterosis, isoenzymes.
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INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) ocupa o segundo lu-
gar em area entre os cereais mais cultivados no
mundo, e representa o alimento basico para 4,5
bilhdes de pessoas na Asia. Outros continentes,
como a Africa e a América Latina, tém aumen-
tado a sua demanda rapidamente nos ultimos
anos.
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No Brasil, este cereal é basicamente cultivado
em duas condi¢des distintas: irrigado, no Sul do
Pais, ¢ em cultivo de sequeiro, predominante-
mente nas regides Central e Nordeste. A explora-
¢do da produtividade, principalmente na regido de
cultivo de arroz de sequeiro, ¢ ainda muito pe-
quena, seja pela utilizagdo de pouca tecnologia,
scja pelo emprego de variedades pouco responsi-
vas (Blumenschein et al. 1983).

Uma alternativa para aumentar a produtivi-
dade em arroz seria o uso de cultivares hibridas,
cuja viabilidade econdmica ja foi comprovada em
paises asidticos, principalmente na China (Yuan
& Virmani 1988).

A selegdo de linhagens parentais visando a
produgdo de hibridos melhorados ¢ dependente de
suas capacidades de combinagdo e produgdo de
vigor hibrido. Um método relativamente rapido
que vem sendo utilizado para a caracterizagdo €
comparagdo de genétipos de diversas culturas € o
uso de perfis protéicos obtidos por eletraforese
(Johnson et al. 1967, Pai et al. 1975, Nakai 1977,
Derbyshire et al. 1981, Sullivan & Treyiag 1986).
Varios grupos tém demonstrado correlagdes entre
o grau de diversidade genética, indicado pela
composi¢do isoenzimatica, ¢ a heterose em milho
(por exemplo, Heidrich-Sobrinho & Cordeiro
1975, Gonella & Peterson 1978, Chevallier &
Dattée 1984); entretanto, estudos comparativos
com arroz s3o escassos (Gupta & Singh 1977, Y1
ct al. 1984).

No presente trabalho, vdrias caracteristicas
protéicas de cultivares de arroz ¢ seus hibridos
foram analisadas através de eletroforese ¢ compa-
radas com suas caracteristicas morfolégicas, a fim
de procurar sua possivel utilizagdo na predi¢do de
heterose.

MATERIAL E METODOS

Cultivares

Foram utilizadas cinco cultivares brasileiras de ar-
roz: Agulha, Guedes, Bico Ganga, Pratdo e Nuglin 24,
e duas japonesas: Senshou e Kazusa Wase, pertencen-
tes & colegdo de germoplasma do Departamento de Ge-
nética da Escola Superior de Agricultura "Luiz de
Queiroz" - USP.
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Cruzamentos

Foram cruzadas cultivares brasileiras com japone-
sas, obtendo-se semente dos seguintes cruzamentos
(® x &): Senshou x Bico Ganga; Senshou x Pratio;
Kazusa Wase x Nuglin 24; Bico Ganga x Kazusa Wase;
Guedes x Kazusa Wase; Guedes x Senshou e Agulha x
Kazusa Wase As sementes foram semeadas em placas-
de-petri & uma semana apos a semeadura as plantulas
foram transferidas para copos de plastico contendo
vermiculita. Quatro dias depois, as plantas foram
transferidas para vasos, em casa de vegetagdo. Dois va-
sos de cada material, constituindo duas repetigdes,
foram utilizados no exeperimento.

Indicadores de heterose

Os hibridos e parentais foram analisados conforme
os seguintes pardmetros morfologicos: dias até 50% do
florescimento (DPF); altura da planta (AP) - medida do
solo até a extremidade do perfilho mais alto na fase de
maturagdo, numero efetivo de perfilhos por planta
(NP); comprimento de folha bandeira (CF); Iargura de
folha bandeira (LF), comprimento de panicula (CP),
numero de gréos por planta (NG), peso de 1000 grios
(PG), estimado a partir do peso dc 100 gréos;, e
produgdo de gréos por planta (P). O calculo da heterose
¢ heterobeltiose foi feito com uso das formulas:

-M
H(%) = L —"4e 100
P
= PZ
Hb(%) = e 100
1
onde:
H = hterose

Hb = heterobeltiose

F1 = média do hibrido

Mp = média dos pais

Ps = média do pati superior.

Extragiio de proteina

Quarenta mg de farinha de endosperma foram tra-
tados com 1 ml de solugdo de tampdo fosfato salina
(PBS), pH = 7,2, durante 20 minutos a 4°C. Apés o
tratamento, as amostras foram centifugadas por 30 mi-
nutos a 27.000 g a 0°C. Quando foram analisadas se-
mentes individuais, cada material foi tratado com
0,25 ml do mesmo tampdo durante 5 minutos a 4°C, e
posteriormente centrifugado a aproximadamente 550 g
durante 5 minutos 4 temperatura ambiente.
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Para a andlise sob condigdes dissociantes, as pro-
teinas extraidas foram aquecidas por 5 minutos a 100°C
com a adigfo de SDS a 2% e 2-mercaptoetanol a 0,1%.

A quantificagéio de proteina foi feita segundo o0 mé-
todo descrito por Lowry et al. (1951).

Procedimentos eletroforéticos

As proteinas foram separadas sob condi¢des alcali-
nas na sua forma intacta, segundo o procedimento
descrito por Davis (1964), sob condi¢des 4cidas, se-
guindo o procedimento descrito por Reisfeld et al.
(1962) e também sob condigdes dissociantes (Laemmli
1970).

Coloragiio de proteinas
Foi usado, para a revelagdo de perfis de proteinas

nativas e dissociadas, o corante inespecifico Coomassie
Blue 0,1%. Para as coloragdes especificas de desidro-

genase malica (DHM), esterase (EST) e fosfatase acida’

(FAC), foram seguidos os métodos de Brewbaker et al.
(1968) e Shaw & Prasad (1970). As mobilidades (Rm?)
das bandas protéicas foram medidas em relagdo a
mobilidade do azul de bromo fenol no mesmo gel.
Foram feitas compara¢Ses visuais entre os perfis das
linhagens parentais ¢ também dos hibridos e de seus
respectivos pais. Os resultados destas observagdes fo-
ram entdo comparados com os dados obtidos dos carac-
teres morfologicos examinados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As cultivares japonesas destacaram-se das
brasileiras quanto ao carater de niimero de perfi-
lhos produtivos, apresentando acima de 10 perfi-
lhos por planta, enquanto que as brasileiras emiti-
ram cerca de 4 a 8 perfilhos/planta (Tabela 1).
Quanto ao nimero de grios por planta e produgio
de grios, também os dois grupos puderam ser se-
parados, com as cultivares japonesas exibindo os
valores mais altos. Em contraposi¢do, os valores
para DPF foram menores para as cultivares japo-
nesas. Entretanto, a distingdo entre os dois grupos
ndo pode ser feita usando-se individualmente os
caracteres altura da planta, comprimento da pani-
cula e comprimento e largura da folha-bandeira,
embora algumas variagdes tenham sido observa-
das ¢ os valores dos dois ultimos caracteres te-
nham sido menores nas cultivares japonesas do
que na maioria das brasileiras.

Entre os caracteres morfologicos analisidos,
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trés mostraram coeficientes de correlagdo signifi-
cativos com produgdo de grdos (Tabela 2), a sa-
ber: o cariter nimero de perfilhos produtivos
(r=0,58) ¢ os caracteres dias até florescimento
(r= 0,71) e nimero de grdos por planta,
(r = 0,96), apresentando significincias aos niveis
de 5%, 1% e 1% de probabilidade, respectivamen-
te.

As anélises de heterose (medida da diferenca
entre o hibrido ¢ a média dos pais) ¢ heterobelti-
ose (medida da diferenga entre o hibrido ¢ o pai,
apresentando o valor mais alto) sdo apresentadas
nas Tabelas 3 ¢ 4.

Pela andlise da Tabela 3, a percentagem de

- heterose foi positivamente significativa quanto

aos caracteres peso de mil grios (PG) e produgdo
(P) no cruzamento Guedes x Senshou. O mesmo
cruzamento foi o Unico a apresentar heterobeltiose
significativamente positiva (Tabela 4) quanto ao
peso de mil grios (PG).

Os valores de heterose (H) ¢ heterobeltiose
(Hb) para o carater dias até o florescimento (DPF)
mostrados nas Tabelas 3 e 4, respectivamente,
indicam uma dominincia parcial da precocidade
no cardter. Com relagdo ao cardter namero de
perfilhos (NP), somente os cruzamentos Kazusa
Wase x Nuglin 24 (KW x N24) e Guedes x Kazu-
sa Wase (G x KW) apresentaram. valores de hete-
rose positiva; entretanto, estes valores ndo se re-
fletiram em heterose significativa na produgio,
apesar da correlagdo encontrada entre os dois ca-
racteres (r = 0,68).

Os perfis eletroforéticos obtidos sob condigdes
dissociantes também permitiram discriminar as
cultivares japonesas das brasileiras. Uma banda
de mobilidade relativa 0,57 (Fig. 1) esteve presen-
te nos perfis das cultivares japonesas e ausente
nos das nacionais. Além disso, estes perfis permi-
tiram diferenciar as duas cultivares japonesas
através das intensidades relativas das bandas 0,51
¢ 0,94. Por outro lado, ndo foram detectadas dife-
rengas marcantes entre os perfis das cultivares
brasileiras.

Os componentes principais observados por
Akiyama (1990) em perfis da cultivar japonesa
Kinmaze sdo facilmente identificadas nos perfis
de Fig. 2, e permitem a detecgdo da banda de Rm
0,57 também no perfil desta cultivar. Entretanto,
a cultivar Kinmaze difere das duas cultivares
Senshou ¢ Kazusa Wase, uma vez que os compo-
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nentes correspondendo as bandas de Rm 0,51 e
0,94 parecem ter, no trabalho citado, aproxima-
damente as mesmas intensidades.

Os perfis de proteina total ndo dissociada
(Fig. 2) foram diferentes para cada cultivar, e por
isso este carater pode ser considerado um marca-
dor bastante util para a caracterizagdo e discri-

TABELA 2. Coeficientes de correlagdo entre os ca-
racteres analisados e producio de grios

por planta.
Cariter Coeﬁciepte de
correlagdo

Altura de planta 0,00ns
Dias até florescimento -0,71**
Niamero de perfilhos produtivos 0,58*
Comprimento de folha bandeira -0,25ns
Largura de folha bandeira -0,44ns
Comprimento de panicula -0,16ns
Nimero de gréos por planta 0,96**
Peso de 1000 gréos -0,05ns

ns, *, ** = Néo-significativo, significativo a 5% e 1%
de probabilidade, respectivamente, pelo
teste t.
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minagdo individual de cultivares. Entretanto,
devido a esta variagdo, ndo foi possivel, através
destes perfis, discriminar as cultivares japonesas
das brasileiras.

Todos os perfis com atividade de esterase
(Fig. 3) apresentaram os mesmos dois componen-
tes. Foram observadas diferencas nas intensidades
relativas destas bandas. Entretanto, elas ndo
permitiram uma completa discriminagdo entre as
cultivares individuais ¢ nem entre os grupos de
Jjaponesas ¢ brasileiras. Em todos os perfis dos hi-
bridos, com excecdo de um, a coloragio das ban-
das ndo foi mais intensa do que as apresentadas
pelas linhagens parentais, ¢ entre estes hibridos,
os valores para heterose ¢ heterobeltiose relativos
ao peso de grdos foram negativos ou ndo signifi-
cativamente diferentes de zero. Em contraposicdo,
o unico hibrido (Guedes x Senshou) que apresen-
tou uma significativa heterobeltiose positiva para
peso de grdos, também foi o Unico a exibir inten-
sidade de esterase mais forte que as de seus pais.
Esta correlagdo da intensidade de bandas de este-
rase com o carater peso de grios concorda conr os
resultados obtidos por Gupta & Singh (1977).

Os padrdes da enzima fosfatase acida (Fig. 4)

TABELA 3. Anilise de heterose (H) dos cruzamentos realizados.

H%
SxBG SxPr KW x N24 BG x KW G x KW GxS Ax KW
DPF -3,32 -7,42 -1,33 -423 -16,87 -20,17 -4,65.
NP 4945 -6,37 13,33 -15,15 13,78 -13,95 -19,45
PG 6,63ns 0,95ns 7,51ns -6,90ns 2,61ns 12.81* -2,97ns
P -30,86** -15,93ns -28,54** -71,86** 0,80ns 48,71** -36,32**

ns, *, ** = Nao-significativo, significativo a 5% e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste t.

TABELA 4. Anélise de heterobeltiose (Hb) dos cruzamentos realizados.

Hb%
SxBG SxPr KW x N24 BG x KW Gx KW GxS AxKW
DPF -17,71 -23,99 -11,20 -17,74 -34,20 -37,56 -18,65
NP 65,62 37,50 -20,93 -34,88 -13,95 -42,19+ -32,56
PG 1,48ns 0,87ns -0,56ns -21,19** -6,25ns 8,87; -17,92**
P -43.08** -40,63** -58,83** -78,15** -39,93** -14,66- -53,90**

ns, **, + = Néo-significativo, significativo a 1% e significativo entre 5-10% de probabilidade, respectivamente,

pelo teste t.
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FIG. 1. Perfis eletroforéticos dos polipeptideos das proteinas soliiveis do endosperma de cul-

tivares e hibridos de arroz. 1 - Senshou, 2 - Kazusa Wase, 3 - Bico Ganga, 4 - Guedes,
S - Pratiio, 6 - Nuglin 24, 7 - Agulha,8-1x3,9-1x5,10-2x6,11-3x2,12-4x2,
13-4x1, 14 - 7x 2. Rm - mobilidade relativa.
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FIG. 2. Perfis eletroforéticos das proteinas de cultivares e hibridos de arroz em gel de acri-
lamida de pH alcalino. Os perfis sdo numerados conforme Fig. 1.
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FIG. 3. Perfis eletroforéticos de esterase das cultivares e hibridos de arroz. Os perfis sdo nu-
merados conforme Fig. 1.
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FIG. 4. Perfis eletroforéticos de fosfatase icida das cultivares e hibridos de arroz. Os perfis
sdo numerados conforme Fig. 1.
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foram constituidos de varias bandas, com um mi-
nimo de trés (Senshou) € um méximo de sete
(Bico Ganga, Nuglin 24, Agulha ¢ no hibrido
Bico Ganga x Kazusa Wase). Os resultados asse-
melham-se aos obtidos por Endo et al. (1971).
Estes autores identificaram trés bandas principais
¢ quatro secunddarias em hibridos de Oryza sativa
¢ O. perennis. No presente trabalho, quatro ban-
das principais foram encontradas nos parentais,
sendo que cada cultivar expressou uma banda
principal. Foram constatadas nos hibridos até du-
as bandas principais. Das cultivares japonesas, a
Senshou apresentou um perfil mais diferenciado
dos aapresentados pelas cultivares brasileiras,
apresentando trés bandas fracas, ¢ seus hibridos
apresentaram ou o mesmo perfil ou um perfil com
uma destas bandas mais intensa. Estes hibridos
(Senshou x Bico Ganga, Senshou x Pratdo e Gue-
des x Senshou) foram os unicos que mostraram
heterobeltiose positiva para o carater peso de
grdos.

Os perfis de desidrogenase malica estdo apre-
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sentados na Fig. 5. Estes perfis contiveram dois
grupos de bandas de mobilidades diferentes € o
grupo menos maével foi sempre composto das duas
mesmas bandas. Estas duas bandas nio foram
completamente resolvidas, € suas intensidades
variaram entre as amostras. O grupo mais mével
foi separado em dois componentes nos perfis das
cultivares € no do hibrido Kazusa Wase x Nuglin
24, e em trés nos dos outros hibridos. As intensi-
dades destas bandas também variaram entre os
perfis, e esta variagdo (juntamente com uma reso-
lugdo incompleta) pode explicar a auséncia apa-
rente da banda mais mével nos perfis das cultiva-
res. Por sua vez, a terceira banda pode ter resul-
tado de uma complementagio entre diferentes

‘alelos localizados nos parentais, como ja foi ante-

riormente descrito em arroz (Second 1982) € mi-
lho (Goodman et al. 1980). As observagdes de
uma geragdo F, do cruzamento Bico Ganga x
Kazusa Wase ¢ seu reciproco (Oliveira 1988) fo-
ram consistentes com a existéncia de complemen-
tagdo.
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FIG. 5. Perfis eletroforéticos de desidrogenase mdlica das cultivares e hibridos de arroz. Os

perfis sdo numerados conforme Fig. 1.
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PERFIS PROTEICOS

CONCLUSOES

1. Entre os caracteres protéicos de duas culti-
vares japonesas, cinco brasileiras ¢ seus hibridos,
as isoenzimas de fosfatase acida e esterase tive-
ram perfis bem correlacionados com heterobeltio-
se para peso de grio.

2. A fosfatase 4cida e a proteina total dissocia-
da discriminaram as cultivares japonesas das
brasileiras ¢ indicaram um parentesco mais pro-
Ximo entre as brasileiras do que entre as japone-
sas.

3. A proteina total nfo dissociada permitiu di-
ferenciar cada uma das quatorze amostras analisa-
das, entretanto a combinagdo dos caracteres pro-
téicos fornece uma base mais segura para a dis-
criminagdo.
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