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Abstract

Silva, C.M., Karasawa, M.M.G., Vencovsky, R. & Veasey, E.A. High interpopulational genetic diversity
of Oryza glumaepatula Steud. (Poaceae) assessed with microsatellites. Biota Neotrop. May/Aug 2007 vol. 7,
no. 2. http://www.biotaneotropica.org.br/v7n2/pt/abstract?article+bn04607022007. ISSN 1676-0603.

Microsatellite markers were used to characterize the genetic diversity within and among seven natural
populations of Oryza glumaepaula. Six of these populations originated from the hydrographic basin of the
Amazon and one from Rio Paraguay in the Pantanal Matogrossense. Using seven microsatellite loci, the
following intrapopulation genetic diversity parameters were estimated on average: 1.98 alleles per locus, 56.2%
polymorphic loci, H = 0.026 and H, = 0.241. High interpopulational differentiation was noticed by examining
Wright’s fixation index and Slatkin’s divergence parameter (F, = 0.715 and R, = 0.595, respectively), as
well as a high level of total inbreeding (F,. = 0.963), greatly influenced by the mating system (F,, = 0.858).
No population was in Hardy-Weinberg equilibrium, due to the prevailing autogamic mating behavior, as also
indicated by the average apparent outcrossing rate observed: 7, = 0.055. Consequently, among populations gene
flow was practically absent, which has contributed to the high interpopulational genetic divergence. In general,
very low or null outcrossing rates were found in the Amazonian populations. However, population PG-3 from
Rio Paraguay, originated from Pantanal Matogrossense, showed a higher outcrossing rate (13.2%), indicating a
mixed mating system with the predominance of self-fertilization. Since intrapopulation diversity was low, results
indicate that sampling a large number of populations is the most appropriate strategy for the ex situ conservation
of this species. For in situ conservation, taking in consideration the allelic richness, the following populations
are indicated as priority: PG-3, TA-3, SO-17, and NE-7, from the hydrographic basins of the rivers Paraguay,
Tapajos, Solimoes and Negro, respectively.

Keywords: genetic diversity, genetic structure, Oryza glumaepatula, microsatellites, mating system,
populations.

Resumo

Silva, C.M., Karasawa, M.M.G., Vencovsky, R. & Veasey, E.A. Elevada diversidade genética em populacées
de Oryza glumaepatula Steud. (Poaceae) avaliada com microssatélites. Biota Neotrop. May/Aug 2007 vol. 7,
no. 2. http://www.biotaneotropica.org.br/v7n2/pt/abstract?article+bn04607022007. ISSN 1676-0603.

Marcadores microssatélites foram usados para caracterizar a diversidade genética entre e dentro de sete
populagdes naturais de Oryza glumaepaula. Seis dessas populagdes sdo origindrias da bacia hidrografica da
Amazodnia e uma do rio Paraguai no Pantanal Matogrossense. Utilizando sete locos de microssatélites, observou-se
diversidade genética intrapopulacional média de 1,98 alelos por loco, 56,2% de locos polimorficos, H = 0,026
e H, = 0,241. Elevada diferenciag@o interpopulacional foi observada pelo indice de fixagdo de erght e pelo
parametro de divergéncia de Slatkin (F, = 0,715 e R, = 0,595, respectivamente), bem como elevado nivel de
endogamia total (F,, = 0,963), em grande parte inﬂuenciada pelo sistema reprodutivo (F,, = 0,858). Verificou-se
que nenhuma populagdo estava em equilibrio de Hardy-Weinberg, devido ao predominio da autofertilizagao,
o que também pdde ser verificado pela taxa média aparente de cruzamentos: 7, = 0,055. Consequentemente,
o fluxo génico entre populagdes foi praticamente nulo o que contribuiu para o elevado nivel de divergéncia
interpopulacional. De modo geral, as taxas de cruzamento foram muito baixas ou nulas nas populagdes da
Amazonia. Entretanto, a populagdo PG-3 do Rio Paraguai, origindria do Pantanal Matogrossense, apresentou
taxa de cruzamento mais elevada (13,2%), indicando sistema reprodutivo misto com predominio de autogamia.
Como a diversidade intrapopulacional foi baixa, os resultados indicam que a amostragem de elevado nimero de
populagdes € a estratégia mais adequada para a conservagao ex situ desta espécie. Para a conservagdo in situ, com
base nariqueza alélica, recomenda-se como prioridade as populagdes PG-3, TA-3, SO-17 e NE-7, origindrias das
bacias hidrograficas dos Rios Paraguai, Tapajés, Solimdes e Negro, respectivamente.

Palavras-chave: diversidade genética, estrutura genética, Oryza glumaepatula, microssatélites, sistema
reprodutivo, populagées.
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Introducao

O processo evolutivo e de domesticagio do arroz fez surgir ind-
meros tipos divergentes geneticamente adaptados as mais variadas
condicdes agro-ecoldgicas, fazendo com que o arroz seja um dos
cereais mais cultivados e consumidos no mundo. Pertencente ao gé-
nero Oryza, familia Poaceae, o arroz apresenta apenas duas espécies
cultivadas e 21 espécies selvagens (Khush 1997).

No Brasil sdao encontradas quatro espécies selvagens, que também
sdo distribuidas pela América Central e outros paises da América do
Sul. Séo elas O. glumaepatula Steud., que € dipldide (2n = 24, genoma
A®A) e O. alta, O. grandiglumis e O. latifolia, que sdo tetrapldides
(2n = 48, genoma CCDD) (Ando 1998). Essas espécies retém suas
caracteristicas selvagens em dreas altamente isoladas ainda livres
da pressdo humana, na floresta tropical Amazonica e dreas alagadas
do Centro-oeste brasileiro chamado Pantanal Matogrossense (Buso
et al. 1998). As espécies selvagens, principalmente O. glumaepatula,
podem ser utilizadas como um rico reservatério génico (Rangel
1998). Em longo prazo, os seguintes aspectos podem ser explorados:
identificacdo de novos genes de resisténcia as doencas, ampliacio
da base genética e obtencdo de cultivares flotantes. A transferéncia
da adaptabilidade das espécies selvagens as dguas profundas para as
variedades cultivadas pode trazer grandes beneficios aos caboclos da
Amazonia (Rangel 1998). Por outro lado, para que se possa melhorar
as estratégias de manejo e conservagao dessas espécies, € necessdrio
conhecer a estrutura e a diversidade genética de suas populagdes
(Carthew 1993; Brown & Moran 1981). S6 assim serd possivel
preservar a0 maximo os recursos genéticos existentes, que incluem
toda a variagdo herddvel dentro de populag¢des de uma mesma espécie
(Moran & Hopper 1987).

Os microssatélites ou SSR (simple sequence repeats) tém sido
altamente indicados e usados nos estudos de genética de popula-
¢des de plantas nativas devido a sua reprodutibilidade (Ferreira &
Grattapaglia 1998), por serem considerados variantes geneticamente
neutros e por serem geneticamente mais informativos para esse tipo
de estudo (Brondani et al. 2002). Os locos SSR possuem expressao
co-dominante, sdo altamente multialélicos e apresentam segregagao
mendeliana. O uso de marcadores moleculares de alto desempenho
permite uma amostragem muito eficiente do genoma e a estimacao da
divergéncia genética, variabilidade e discriminacdo entre gendtipos
(Grattapaglia 2001).

Os microssatélites tém sido utilizados para estudos de diversi-
dade, estrutura genética e genética da conservacdo em O. rufipogon
Griff. (Gao et al. 2000a, 2002a,b; Gao 2004), espécie de arroz sel-
vagem de origem asidtica e reconhecida como ancestral da espécie
cultivada O. sativa L. (Khush 1997). Este marcador vem sendo
também desenvolvido para outras espécies de arroz selvagem, como

O. officinalis Wall ex Watt., O. granulata Nees et Arn. ex Watt., O.
latifolia Desv., O. minuta J.S. Presl. ex C.B. Presl., O. australiensis
Domin e O. ridleyi Hook. (Ishii & McCouch 2000; Gao et al. 2000b,
2005; Gao 2005; Zhou et al. 2003). Para a espécie O. glumaepatula,
podem ser citados, em especial, os trabalhos realizados por Brondani
etal. (2001, 2002), que apresentam iniciadores selecionados e testados
para esta espécie, Brondani et al. (2005) e Karasawa et al. (2007) que
obtiveram estimativas da estrutura genética e do sistema reprodutivo
em populagdes brasileiras de O. glumaepatula.

Este estudo teve como objetivos avaliar a diversidade genética e
pardmetros de estrutura genética, utilizando marcadores microssa-
télites, em sete populagdes de O. glumaepatula, ndo contempladas
em estudos anteriores, origindrias da Amazonia e do Pantanal
Matogrossense, visando fornecer maiores subsidios para a conser-
vacdo genética dessas populacdes e espécie.

Material e Métodos

1. Material avaliado

Foram avaliadas sete popula¢des de Oryza glumaepatula
(Tabela 1), origindrias da Bacia Hidrografica da Amazonia, mais
especificamente do Rio Tapajés (TA-2 e TA-3), Rio Negro (NE-7)
e Rio Solimdes (SO-2, SO-17 e SO-21) e da Bacia Hidrografica do
Rio Paraguai (PG-3). Essas populagdes fazem parte do Banco de
Germoplasma de arroz silvestre do Departamento de Genética da
ESALQ/USP, Piracicaba, SP.

Inicialmente foi formado um bulk de 40 sementes por populacio,
coletando-se uma semente de cada familia (planta-mae), exceto as
populagdes SO-2, TA-3 e NE-7 que tinham menos que 40 familias,
de onde foram tomadas duas sementes por familia para formar o
bulk (Tabela 1). As sementes, previamente tratadas com hipoclorito
de sédio a 1% por 5 minutos, foram colocadas em caixas Gerbox
com papel de filtro umedecido em dgua destilada e mantidas em
germinador a 27° £ 5 °C no escuro. As sementes recém germinadas
foram plantadas em vasos e mantidas em casa-de-vegetacdo. Estas
foram regadas diariamente por sistema automatico de aspersio. Foram
inicialmente colocados para germinar um total de 280 sementes, mas
em fun¢do de falhas na germinag@o e de um problema ocorrido no
sistema de irrigacdo na casa-de-vegetagdo, puderam ser efetivamente
avaliados apenas 117 individuos, variando de 12 a 24 individuos por
populagdo (Tabela 1).

2. Andlise de microssatélites

Para a extragdo de DNA, folhas recém-expandidas de cada planta
individual foram maceradas em nitrogénio liquido e submetidas a
metodologia proposta por Hoisinton et al. (1994) modificada por

Tabela 1. Descri¢io das populacoes de Oryza glumaepatula: nimero de individuos avaliados (N), nimero de familias amostradas (F) e origem (bacia hidro-

grafica, rio e/ou lago de ocorréncia e coordenada geografica).

Table 1. List of Oryza glumaepatula populations: number of individuals evaluated (N), number of families sampled (F) and origin (hydrographic basin, river

and/or lake of origin and geographic location).

Populacgio N F Bacia Hidrografica Rio Lago Coordenada Geografica
SO-2 24 27 Solimdes - Caldeirdo 03°16’S-60° 13° W
SO-17 18 40 Solimdes - Coari -1
SO-21 18 40 Solimdes - Mamia 04°15°S-63°03° W
PG-3 18 40 Paraguai Corumbd - 18°59°S -57°37T'W
TA-2 13 22 Tapajos Tapajos - -

TA-3 12 22 Tapajoés Tapajos - -
NE-7 14 40 Negro Negro - 1°24°S - 61°59° W

'Dados de coordenadas geogréficas ndo disponiveis.
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Karasawa (2005), baseada em tampao CTAB 10%. O DNA extraido
foi quantificado em gel de poliacrilamida a 4%, tomando-se por re-
ferencial DNA padrdo com amplitude de variacdo de 10, 20, 40, 80
e 160 ng, corado com nitrato de prata (Bassam et al. 1991).

Sete iniciadores desenvolvidos por Brondani et al. (2001) foram
selecionados (OG 22, OG 26, OG 29, OG 36, OG 39, OG 42 ¢
OG 63) para amplificacdo dos locos em estudo, apresentando di-
ferentes temperaturas 6timas de anelamento testadas por Karasawa
(2005) (Tabela 2). Em cada reagdo de PCR foram utilizados 30 ng
de DNA gendmico em 12 pL de volume, o qual continha 0,3 pM
de cada primer, 0,25 mM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl,, 10 mM
de Tris-HCl e 0,6 unidades da enzima Taq DNA polimerase (Gibco
BRL). Utilizou-se o seguinte programa para as reacdes de PCR
(reacdes em cadeia da polimerase) no termociclador da marca Pri-
mus 96: um ciclo de 94 °C por 4 minutos para desnaturaco inicial;
30 ciclos de: 94 °C por 1 minuto; temperatura de anelamento de
cada iniciador (54, 56 e 58 °C) por 1 minuto e 72 °C por 1 minuto
para elongacdo; finalizando com um ciclo de 72 °C por 5 minutos
para a extensdo final.

Os produtos da amplificacio foram separados em gel de poliacri-
lamida a 6% sob voltagem de 80 volts por 15 minutos e 120 volts por
duas horas (dependendo do iniciador) em tampao TBE 1X. Foram
utilizados marcadores padrao com peso molecular de 10 pb e de
100 pb (Gibco BRL). Depois de amplificado e separado, o material
foi corado com nitrato de prata, seguindo o mesmo procedimento da
coloracdo do gel de quantificagdo, e fotodocumentado (Figura 1).

3. Andlise estatistica

Para a andlise estatistica foram calculadas as freqiiéncias alé-
licas a partir da interpretacdo do padrdo de bandas nos géis. Esses
dados foram submetidos ao teste de probabilidade para aderéncia ao
equilibrio de Hardy-Weinberg pelo método convencional de Monte
Carlo, utilizando o programa TFPGA (Miller 1997). Estimaram-se os
parametros de diversidade genética, tais como nimero médio de alelos
por loco (A), porcentagem de locos polimdrficos (P), heterozigosidade
média observada (H ), diversidade génica (H) e indice de fixagdo
de Wright (f), bem como as estimativas das estatiticas F de Wright
(F\p Fgo Fp), € do parAmetro R, (Slatkin 1995), que fornece uma

sT°

medida da diversidade genética entre populacdes naturais assumindo
aevolugdo dos locos SSR pelo modelo de ilhas, através do programa
GDA (Lewis & Zaykin 2000). A estimativa do nimero de migrantes
foi realizada utilizando a seguinte equagdo: N, = Y4 (1/(F, ou R).
Um dendrograma foi obtido a partir de distancias genéticas de Nei
(1978), utilizando o método aglomerativo UPGMA (Unweighted
pair group method of arithmetic averages). As taxas de cruzamento
aparente foram estimadas por populagdo [z = (1-/)/(1 + f)] e para
a média das populagdes (7, = (1 — f)/ (1 + f). A presenca de alelos
privados foi obtida pelo programa GDA (Lewis & Zaykin 2000).
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Figura 1. Gel de poliacrilamida 6%, corado com nitrato de prata, para os
iniciadores OG-29 (acima) e OG-36 (abaixo), e popula¢do SO-17.

Figure 1. Poliacrilamide gel (6%), stained with silver nitrate, for primers
0G-29 (above) and OG-36 (below), and population SO-17.

Tabela 2. Seqiiéncias de iniciadores' selecionados para Oryza glumaepatula com as temperaturas de anelamentos (TA), os tamanhos dos fragmentos (Pb),
nimeros de alelos por loco (A), heterozigosidade observada (H,) e diversidade génica (H ).

Table 2. Primer sequences developed for Oryza glumaepatula with the annealing temperatures (TA), size range (Pb), number of alleles per locus (A), observed

heterozygosity (H,) and gene diversity (H,).

Primers Seqiiéncia Forward/Reverse TA (°C) Pb A H, H

0G 22 (F) GCCATCCATTCTTACCAG 56 190-200 3 0,0111 0,6032
(R) CACAGGTGTGGTGCTCA

0OG 26 (F) CATGGTGCCGATTACGGT 58 90-110 4 0,0184 0,5821
(R) CATCTCCATCGCGGTCAT

0G 29 (F) GACCAGTTCACCATGCAG 56 85-125 8 0,0187 0,7757
(R) GAGTGAGGCAGCAAGACA

0OG 36 (F) AACGTTCATCGGTTCTGG 56 160-195 8 0,1429 0,8193
(R) TGCTTGCCAGGTTATTCC

0OG 39 (F) GCGTACTAGGCCATGATA 56 260-280 4 0,0100 0,6951
(R) TCCACGTAAGAACACTCG

0G 42 (F) TGCAGGCTCTGAGCTAC 58 430-440 3 0,0000 0,5226
(R) AGAACAGATCTTGCCGTC

0OG 63 (F) CAGGGGACAAGCACATA 54 130-155 5 0,0000 0,7137
(R) TAGACGATGTCGAGAAGG

Média - - - 5 0,0287 0,6731

'Tniciadores desenvolvidos por Brondani et al. (2001).
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Resultados

A partir dos sete locos utilizados foram amplificados 35 alelos
em sete populacdes de O. glumaepatula, num total de 117 individuos
(Tabela 3). Todos os locos apresentaram polimorfismo. O nimero de
alelos por loco variou de trés a oito, sendo a média de cinco alelos
por loco (Tabela 2). Entretanto, este nimero mostrou considerdvel
variacao entre as populacdes (um a seis) (Tabela 3). O nimero médio
de alelos por loco para as sete populagdes foi 1,98, variando em média
de 1,14 a 3,00 alelos, sendo que a porcentagem média de locos poli-
morficos foi de 56,19%, variando de 14,29 a 71,43% (Tabela 4).

Baixos foram os valores de heterozigosidade observados em
relacdo aos valores de heterozigosidade esperados em cada loco
(Tabela 2) e nas sete populacdes (Tabela 4), indicando excesso de
homozigotos. As populacdes apresentaram valores entre 0,000 e
0,077 (com média de 0,026) para heterozigosidade observada e entre
0,067 e 0,405 (com média de 0,241) para a diversidade génica. As
diferencas entre os dois indices de heterozigosidades das populagdes
podem ser melhor avaliadas pelas estimativas dos indices de fixagdo
intrapopulacional de Wright, que foram elevadas, variando de 0,767 a
1,000 (Tabela 4), exceto a populacdo SO-2 cujo indice de fixagdo ndo

pdde ser estimado por ter apresentado apenas um loco segregando. As
taxas de cruzamento aparente estimadas apresentaram variagdes de
0a13,2%. De modo geral, as populacdes da Amazdnia apresentaram
taxas de cruzamento muito baixas ou nulas, variando de 0 a 3,9%. Por
outro lado, a populagdo PG-3 da bacia hidrografica do Rio Paraguai,
origindria do Pantanal Matogrossense, apresentou taxa de cruzamento
mais elevada (13,1%), Considerando os dados relativos ao indice
de fixac@o e a taxa média de cruzamento aparente (5,5%) também
¢ possivel verificar a existéncia de predominio de homozigotos e do
sistema reprodutivo por autogamia nas populacdes avaliadas.

O teste de aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg mostrou
que ocorrem desvios significativos em todas as populacgdes. O elevado
coeficiente de endogamia total (F,,= 0,963) detectado nas populagdes
do estudo indica que o efeito preponderante foi gerado pelo sistema
reprodutivo (F,; = 0,858), o que contribuiu para a diferenciagdo in-
trapopulacional. O nivel de subdivisdo interpopulacional (F, = 0,715
e R, = 0,595) também contribuiu para a endogamia total, mas em
menor grau (Tabela 5). Por outro lado, a estimativa obtida para o
nimero de migrantes, em cada geragdo, foi de N, =0,100 ¢ 0,170,
respectivamente para F e R,

Tabela 3. Freqiiéncias alélicas observadas em sete locos em sete populagdes de Oryza glumaepatula.

Table 3. Allele frequencies observed in seven loci within seven populations of Oryza glumaepatula.

Loco Alelo (pb) SO-2 SO-17 S0-21 PG-3 NE-7 TA-2 TA-3 Média
0G 22 190 1,000 0,200 - - 0,464 0,100 0,455 0,370
195 - 0,133 0,937 - 0,536 0,900 0,545 0,509

200 - 0,667 0,063 - - - - 0,122

0G 26 90 - - - - 0,071 - 0,250 0,046
95 - - - - 0,393 0,500 - 0,128

100 1,000 1,000 1,000 - 0,536 - - 0,505

110 - - - 1,000 - 0,500 0,750 0,321

0G 29 85 - - - 0,300 - - - 0,043
90 - - - 0,050 - - 0,167 0,031

95 - - - 0,100 0,929 - 0,333 0,195

100 - - - 0,300 - 0,923 0,333 0,222

105 - 0,556 0,813 - - - - 0,195

110 1,000 0,444 0,125 0,200 0,071 - - 0,263

120 - - 0,063 0,050 - - - 0,016

125 - - - - - 0,077 0,167 0,035

OG 36 160 0,354 - - - - - - 0,051
165 - - - 0,031 - - - 0,004

170 - 0,333 - - 0,462 0,182 0,167 0,163

175 - 0,167 - 0,063 - - - 0,033

180 - 0,083 0,900 0,781 - - 0,167 0,276

185 - - 0,100 0,125 - 0,818 0,667 0,244

190 0,646 0,417 - - 0,077 - - 0,163

195 - - - - 0,462 - - 0,066

0G 39 260 1,000 - - - - - - 0,143
270 - 1,000 0,615 0,077 - 1,000 1,000 0,527

275 - - - 0,038 1,000 - - 0,148

280 - - 0,385 0,885 - - - 0,181

0G 42 430 1,000 0,889 - - - - - 0,315
435 - - - 1,000 1,000 1,000 1,000 0,667

440 - 0,111 - - - - - 0,019

OG 63 130 - 1,000 1,000 - - - - 0,400
135 1,000 - - - - - - 0,200

140 - - - - - 1,000 0,167 0,233

145 - - - - - - 0,417 0,083

155 - - - - - - 0,417 0,083
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Tabela 4. Pardmetros de diversidade genética' avaliados em sete populacdes de Oryza glumaepatula.

Table 4. Parameters of genetic diversity' assessed in seven populations of Oryza glumaepatula.

Populacio N A P H, H, F z

PG-3 12,2 3,00 60,00 0,0679 0,2810 0,767 0,1319
TA-3 11,9 2,29 71,43 0,0000 0,4055 1,000 0,0000
SO-17 16,1 2,00 57,14 0,0000 0,2766 1,000 0,0000
NE-7 13,8 2,00 66,67 0,0238 0,3031 0,924 0,0395
SO-21 12,0 1,83 66,67 0,0000 0,1889 1,000 0,0000
TA-2 10,7 1,57 57,14 0,0110 0,1670 0,936 0,0325
SO-2 24,0 1,14 14,29 0,0774 0,0667 - -

Média 14,4 1,98 56,19 0,0257 0,2412 0,8959 0,055

'N — nimero médio de plantulas amostrados por loco; A — niimero médio de alelos por loco; P — porcentagem de locos polimérficos; H — heterozigosidade
média observada; H — diversidade génica; f— indice de fixagdo de Wright e 7, — taxa de cruzamento aparente.

Tabela 5. Estimativas das estatisticas F de Wright e do pardmetro R, (Slatkin
1995) em Oryza glumaepatula.

Table 5. Estimates of Wright’s F statistics and of the Ry, parameter (Slatkin
1995) in Oryza glumaepatula.

F F F R

IT 1S ST ST
Para todos os locos 0,963 0,858 0,715 0,5948
Superior (IC 95%)* 0,993 0,962 0,836 -
Inferior (IC 95%) 0,915 0,769 0,590 -

*Intervalo de confianca de 95%.

, SO-2

S0O-17

S0O-21

PG-3
4‘ETA-2
TA-3

NE-7

0,93 0,0 0,47 023 0,00
Figura 2. Dendrograma obtido pelo método UPGMA utilizando distancias
genéticas de Nei (1978) com sete locos de microssatélites em sete populacdes
de Oryza glumaepatula.

Figure 2. Dendrogram obtained by the UPGMA method using Nei (1978)
genetic distances with seven microsatellite loci in seven Oryza glumaepatula
populations.

A andlise de agrupamento (Figura 2) gerada com base nas dis-
tancias genéticas de Nei (1978) mostrou a formagdo de dois grupos,
um contendo as trés populacdes da bacia do Rio Solimdes e o outro
contendo as demais populagdes das bacias dos Rios Negro, Tapajos e
Paraguai. Observou-se maior proximidade entre as populacdes TA-2 e
TA-3, ambas do Rio Tapajos, seguidas pela populagido PG-3 origindria
do Rio Paraguai. Por outro lado, verificou-se a ocorréncia de certo dis-
tanciamento da populacdo NE-7, do Rio Negro. O estudo do nimero de
alelos privados indicou a sua existéncia em cinco das sete populagdes
estudadas, sendo observados trés alelos na populagdao SO-2, dois na
PG-3 e TA-3 e um alelo nas populagdes SO-17 e NE-7 (Figura 3).

Discussao

No presente estudo a andlise de sete locos avaliados em sete
populacdes (117 individuos) identificou 35 alelos, com média de
cinco alelos por loco. Este nimero foi inferior aos obtidos por outros
autores na mesma espécie. Karasawa et al. (2007), utilizando oito

Alelos Privados (nimero)
N
.

SO-2 SO-17 SO0-21 PG-3 NE-7 TA-2 TA-3

Populagéo

Figura 3. Freqiiéncia de alelos privados em sete populagdes de Oryza
glumaepatula.

Figure 3. Frequency of private alleles for seven Oryza glumaepatula popula-
tions.

locos de microssatélites, amplificaram 80 alelos em 11 populagdes
de O. glumaepatula (total de 330 individuos), sendo a média de dez
alelos por loco, enquanto Brondani et al. (2005) analisando 10 locos
SSR obtiveram 103 alelos em 30 populacdes de O. glumaepatula (total
de 440 individuos), uma média de 10,3 alelos por loco observado.

O ntmero de alelos privados encontrados em cinco das sete
populagdes (Figura 3), ficou assim distribuido: trés alelos na popu-
lagdo SO-2, dois na PG-3 e TA-3 e um alelo nas populacdes SO-17
e NE-7. Karasawa et al. (2007), estudando 11 populagdes com maior
nimero de individuos amostrados por populagio (variando de 17 a
35) e utilizando oito locos de SSR, observaram alelos privados em
nove populacdes, variando de 1,0 a 8,0 por populagdo. Por outro
lado, Brondani et al. (2005) analisando de trés a 24 individuos em
30 populagdes de O. glumaepatula com dez locos de microssatélites,
encontraram 29 alelos privados distribuidos em 12 das 30 populacdes.
Possivelmente, o menor niimero de individuos amostrados no presente
estudo tenha limitado a deteccdo de alelos privados. Entretanto, o
nidmero foi consideravel se for levado em conta o nimero médio de
alelos encontrados nas populagdes.

Os valores de heterozigosidade observados em cada loco
(Tabela 2) e nas sete populagdes (Tabela 4) foram baixos quando com-
parados a diversidade génica ou H , 0 que demonstra haver excesso de
homozigotos. Portanto, individuos heterozigdticos sdo pouco comuns
nessas populacdes. Buso et al. (1998), estudando quatro populagdes de
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O. glumaepatula do Brasil com auxilio de marcadores isoenzimaticos,
verificaram que a heterozigosidade observada (H,) foi de 0,006, em
média, e a diversidade génica (H ) foi de 0,062. Valores mais elevados,
semelhantes aos obtidos no presente estudo, para a heterozigosidade
observada (H)) (média de 0,027), foram obtidos por Brondani et al.
(2005) para marcadores microssatélites, que ¢ um marcador mais
informativo, bem como valores mais elevados que Buso et al. (1998)
para a diversidade génica (H,=0,115). Por outro lado, Karasawa et al.
(2007), também utilizando microssatélites, obtiveram indices médios
mais elevados de H,=0,091 e H =0,393. Acredita-se que este desvio
seja decorrente, em parte, do maior nimero de individuos avaliados,
que neste dltimo estudo foi de 27,4 por populag@o. Considerando-se
o fato de se tratar de uma espécie com predominio de autogamia,
presume-se que a maior parte dos individuos da populagdo sejam
homozigéticos e que os heterozigdticos, bem como os alelos privados,
estejam numa condicao mais rara. Assim sendo, para que se tenha a
oportunidade de capturd-los na amostragem seria necessario aumentar
consideravelmente o tamanho da amostra.

As estimativas dos indices de fixacdo intrapopulacionais de
Wright indicaram a existéncia de elevada taxa de endogamia em
todas as populagdes, exceto a populacdo SO-2 cujo indice de fixagdo
ndo pdde ser estimado por ter apresentado apenas um loco segre-
gando. Esses elevados indices de endogamia refletiram nas taxas
de cruzamento aparente observadas. De modo geral, as populacdes
da Amazonia apresentaram taxas de cruzamento muito baixas ou
nulas. No entanto, a populacio PG-3 do Rio Paraguai, origindria do
Pantanal Matogrossense, apresentou taxa de cruzamento mais elevada
(z,=0,131), indicando sistema reprodutivo misto com predominio de
autogamia para esta populagio, o que concorda com as informagoes
prévias obtidas por Karasawa et al. (2007) para as populagdes do Pa-
raguai, sendo o valor médio obtido exatamente o mesmo. Entretanto,
a taxa de cruzamento aparente média obtida (7, = 0,055) foi inferior
as obtidas por Brondani et al. (2005), id =0,135, e por Karasawa et al.
(2007), ia =0,143, para O. glumaepatula. Acredita-se que esta menor
estimativa obtida ocorreu, principalmente, pela maior propor¢éo de
populagdes amazonicas no presente estudo, enquanto Karasawa et al.
(2007) e Brondani et al. (2005) amostraram também populagdes da
regido do pantanal e do cerrado brasileiro. Considerando-se as infor-
magdes prévias de que estas praticam um maior nivel de alogamia,
é possivel compreender o fato pelo qual a taxa de cruzamento média
foi superior nos estudos anteriores.

As estimativas da aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg
mostram que as populagdes ndo se encontram em equilibrio em seu
habitat natural. Elevados valores para a endogamia intrapopulacional
foram observados neste estudo (F,, = 0,858), sendo que os niveis
de subdivisdo interpopulacional (F, = 0,715 e R, = 0,595) foram
também expressivos, contribuindo em menor grau para a endogamia
total da espécie. Brondani et al. (2005) também observaram, com
marcadores SSR, valores elevados para a diferenciacdo interpopula-
cional (F, = 0,847 e R, = 0,901), sendo de 0,968 a endogamia total
(F,,) e a endogamia intrapopulacional de F,, = 0,794. Ja Karasawa
et al. (2007) obtiveram valores menores para a diferenciacio in-
terpopulacional (F, = 0,491 e R, = 0,608) em 11 populagdes de
O. glumaepatula, sendo que as estimativas da endogamia total
(F,,=0,888) foram consideradas decorrentes principalmente do
sistema reprodutivo, em fun¢o da alta endogamia intrapopulacional
observada (F ;= 0,780).

A estimativa do niimero de migrantes por geragdo (N, = 0,100 e
0,170, respectivamente para F, e R,,) apresentou valores reduzidos,
indicando que a troca de genes entre as populacdes avaliadas desta
espécie praticamente inexiste. Considerando-se o indice obtido para
dados de microssatélites (R,), verificou-se que a estimativa deste
estudo concorda com o valor obtido por Karasawa et al. (2007),

que foi de 0,16. Esta espécie se multiplica pela dispersao de plantas
pela abscisdo programada e flutuacao rio abaixo, e pela dispersao de
sementes nessas ilhas flutuantes, sendo que a dispersao de sementes
em O. glumaepatula é mais importante que a dispersdao do pélen
(Akimoto et al., 1998). Mesmo assim, baixos valores de troca de genes
foram observados para as populacdes avaliadas neste estudo.

Pela andlise de agrupamento observou-se a formacdo de dois
grupos, um contendo as trés populacdes da bacia do Rio Solimdes e
o outro contendo as demais populacdes das bacias dos Rios Negro,
Tapajos e Paraguai. Akimoto et al. (1998) também observaram a sepa-
racdo de duas populagdes do Rio Negro das demais populagdes do Rio
Solimdes e do Rio Jau, sugerindo uma diferencia¢do geogréfica entre
bacias hidrograficas na Amazonia. Os motivos que teriam levado a esta
diferenciacdo, segundo os autores, seriam: i) a ocorréncia de deriva
genética por afunilamento causado por extin¢des de populacdes, o
que estaria ocorrendo em funcdo da baixa germinagdo de sementes e
sobrevivéncia de plantulas sob inundagao, além dos baixos indices de
dorméncia observados, confirmados por Veasey et al. (2004) no caso
de populagdes origindrias da Amazdnia; e ii) a baixa oportunidade
de hibridaciio com outras espécies, se comparado com populacdes
asidticas e africanas selvagens de O. rufipogon, que frequentemente
se hibridizam com a espécie cultivada (O. sativa).

Pelo dendrograma pode-se verificar que as populacdes se agru-
param aproximadamente de acordo com as suas respectivas bacias
hidrogréficas, contrariando os resultados previamente obtidos por
Karasawa et al. (2007). A populacdo PG-3, origindria da bacia
hidrogréfica do Rio Paraguai, em drea do Pantanal Matogrossense,
ndo foi classificada num grupo isolado das demais populagdes da
Amazonia, como seria esperado pela maior distdncia geografica e
impossibilidade de haver fluxo génico entre esta populacio e as da
Amazonia, e pelas diferentes condi¢des climdticas e ecoldgicas, o
que também foi observado por Karasawa et al. (2007). No entanto,
esta separacio foi nitida quando foram utilizados marcadores iso-
enzimaticos (Veasey et al. 2008), tendo sido observadas freqtiéncias
alélicas diferenciadas em fungdo dos dois biomas, com predomi-
nancia de parte dos alelos no Pantanal e parte na Amazonia em dois
locos isoenzimaticos.

A partir da caracterizacao das sete populagdes de O. glumaepatula,
pdde-se verificar o elevado nivel de diversidade genética interpopu-
lacional, baixos niveis de heterozigosidade observada e elevados
indices de endogamia em decorréncia do sistema reprodutivo. O
conhecimento da distribui¢do da variabilidade genética entre e
dentro de populacdes naturais de O. glumaepatula € essencial para a
adoc¢ao de estratégias visando a conservagdo deste germoplasma em
condicdes ex situ e in situ e para seu uso potencial em cruzamentos
interespecificos em programas de melhoramento genético de arroz
(Brondani et al. 2001, 2002).

Acredita-se que o uso de marcadores microssatélites promoveu
suficiente precisdo dos resultados, apesar do pequeno nimero amos-
trado de individuos, permitindo, assim, a defini¢do de estratégias de
conservacio in situ e ex situ. A necessidade de coleta de sementes
de um maior nimero de populagdes é uma das conclusdes deste
estudo para a conservagdo ex situ, principalmente considerando nao
apenas a maior divergéncia entre popula¢des, mas também a variagdo
observada nas taxas de cruzamento aparente entre populagdes. Ja a
riqueza alélica pode ser um critério a se considerar para a defini¢do
da conservag@o in situ dessas popula¢des. Com base neste critério,
para conservagdo in situ foram identificadas as populagdes PG-3,
TA-3, SO-17 e NE-7, das bacias hidrogréficas dos Rios Paraguai,
Tapajos, Solimdes e Negro, respectivamente, por apresentarem nu-
mero maior de alelos e indices de diversidade génica mais elevados,
assegurando a preservacdo de maior diversidade intrapopulacional
da espécie em estudo.
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