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RESUMO

O objetivo desta dissertacdo foi andlisar quantitativa e qualitativamente proteinas de reserva
totais e as fragBes albumina, globulina, prolamina e glutelina presentes no gréo de 29 gendtipos
de arroz silvestre Oryza glumaepatula e de 70 linhagens interespecificas Retrocruzamento 2
desenvolvidas a partir do cruzamento O. sativa x O. glumaepatula. Destas linhagens, 34 (RC2F8)
foram obtidas do cruzamento O. sativa BG90-2 x O. glumaepatula RS-16, e 36 (RC2F10) foram
desenvolvidas a partir do cruzamento O. sativa CICA-8 x O. glumaepatula RS-16. Através da
andlise de variancia para o teor de proteinatotal e fragdes protéicas, foram encontradas diferencas
atamente significativas (P<0,01) entre os gendtipos silvestres e entre as linhagens
interespecificas. O teor médio de proteina total dos gendtipos silvestres foi de 12,17%, enquanto
as linhagens do cruzamento BG90-2 x RS-16 apresentaram meédia de 7,05% e as linhagens do
cruzamento CICA-8 x RS-16 apresentaram media de 8,40%. O gendtipo silvestre BGA14280
destacou-se por apresentar o maior teor de proteina total (14,94%). Na andlise comparativa
envolvendo as linhagens interespecificas e seus parentais, foram encontradas cinco linhagens
com maior conteldo de proteina total (teor médio de 10,95%), sendo significativamente
superiores aos parentais cultivados BG 90-2 (10,0%) e CICA-8 (9,61%). No entanto, essas
linhagens apresentaram teor inferior ao parental silvestre RS-16 (14,06%). Em relacéo as fracOes
protéicas, 40 linhagens interespecificas apresentaram valores mais elevados em relagdo aos seus
parentais, exceto em uma ocasido, onde o parental slvestre RS-16 apresentou ato teor de
glutelina. Entre os 29 gendtipos silvestres, foram encontrados os maiores teores de albumina,
prolamina e glutelina, exceto para a fragcdo globulina, onde o gendtipo silvestre BGA14162 n&o
diferiu significativamente da cultivar BRS Bonanca. A andlise de SDS-PAGE da proteina total e
da fracdo glutelina foi encontrada um perfil diferencia de a-glutelinas entre os gendtipos
silvestres, com destague para 0 genotipo BGA 14232 que ndo apresentou a-polipeptideos comuns
aos demais gendtipos. Entre as linhagens interespecificas e 0s seus parentais, foram encontrados
perfis de proteina total e a-glutelinas bastante similares, havendo diferenca em relacdo a a-
glutelina de 40 kDa presentes apenas no parenta silvestre RS-16, o que pode indicar uma
congtituicdo protéica diferencial em O. glumaepatula, ja que a O. sativa apresentou a-glutelinas
de 39 kDa. Em relacdo as fragBes albumina, globulina e prolamina os gendtipos silvestres
apresentaram um perfil protéico diferenciado comparado as linhagens interespecificas e o0 arroz
cultivado, e a provavel causa foram os dois cruzamentos em direcdo a BG90-2 e CICA-8, que
foram os parentais recorrentes durante o desenvolvimento das linhagens interespecificas. Os
maiores teores de proteina encontrados para a espécie O. glumaepatula, os diferentes perfis
protéicos e a identificacdo de linhagens interespecificas com maior conteido protéico em relacéo
aos parentais cultivados, deixam claro a contribuicdo favordvel desta espécie para o
melhoramento visando o aumento do valor nutricional do gréo do arroz cultivado no Brasil.



ABSTRACT

The objective of this dissertation was to analyze quantitative and qualitatively the total storage
protein content and its fractions albumin, globulin, prolamin and glutelin from the grain of 29
genotypes of the wild rice Oryza glumaepatula and 70 interspecific lines backcross 2 obtained
from the cross O. sativa x O. glumaepatula. From these lines, 34 BC2F8 were obtained from the
cross O. sativa BG 90-2 x O. glumaepatula RS-16 and 36 BC2F10 were obtained from the cross
O. sativa CICA-8 x O. glumaepatula RS-16. From the analysis of variance for the total protein
content and its fractions, it were found highly significant differences (P<0.01) between the wild
genotypes and the interspecific lines. The average of total protein content of wild genotypes was
12.17%, whereas the lines of BG 90-2 x RS-16 showed an average of 7.05% and the lines of
CICA-8 x RS-16 showed an average of 8.40%. The wild genotype BGA14280 showed the
highest total protein content (14.94%). In the comparative analysis of interspecific lines and their
parents, it were found five lines with higher total protein content (average of 10.95%y), which was
significantly superior to the cultivated parent BG 90-2 (10.0%) and CICA-8 (9.61%). However,
these lines showed lower content in relation to the wild parent RS-16 (14.06%). In relation to the
protein fractions, 40 interspecific lines showed higher values in relation to their parents,
excepting in one occasion, where the wild parent RS-16 showed higher value to the glutelin
fraction. Considering the 29 wild genotypes, it were found the highest contents of abumin,
prolamin and glutelin, excepting to the globulin fraction, where the wild genotype was not
significantly different from the cultivar BRS Bonanca. The SDS-PAGE analyses of the total
protein and the glutelin fraction showed a differential profile of o-glutelins for the wild
genotypes, emphasizing the BGA14232 genotype, which did not showed the o-polypeptides
commonly identified in the remaining genotypes. Considering the interspecific lines and their
parents, it was found similar profile of total protein and a-globulins, with differences in relation
to the 40 kDa a-glutelin, which was found just in the wild parent RS-16, indicating a differential
expression in O. glumaepatula, since the O. sativa showed a 39 kDa a-glutelin. In relation to
albumin, globulin and prolamin fractions, the wild genotypes showed a different protein profile
in comparison to the interspecific lines and the cultivated rice, probably due to the two crossesin
direction to BG 90-2 and CICA-8, which were the recurrent parents during the interspecific lines
development. The highest protein content found to the O. glumaepatula, the different protein
profile and the finding of interspecific lines with higher protein content in relation to their
cultivated parents clearly show the positive contribution of this species to the genetic breeding
aiming the increase of the nutritional value for the grain of the cultivated rice in Brazil.
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1. INTRODUCAO

O aroz (Oryza sativa) é produzido em mais de 100 paises e representa mais de 25% da
producdo mundia de grédos (HERNANDEZ et a., 2000). A China € o maior produtor mundia de
arroz, e a sua producao atinge 187 milhdes de toneladas por ano. O Brasil € 0 maior produtor da
Ameérica Latina e o décimo maior produtor mundial, com producdo anua de 11 milhdes de
toneladas (FAO, 2007). Além disso, o0 arroz é consumido por cerca de 60% da populagdo mundial
e em paises em desenvolvimento € a principa fonte de proteinas e carboidratos (KAWAKATSU
et d., 2008). No Brasil, 0 arroz é responsavel por 14% da energia e 10% da proteina consumidas
diariamente pela populacéo (NAVES & BASSINELLO, 2006).

As proteinas de reserva e 0 amido sdo armazenados no endosperma do arroz, e durante a
germinacdo das sementes sdo utilizados como fonte de nitrogénio e carbono (KAWAKATSU et
al., 2008). Dentro do endosperma do arroz sdo encontradas estruturas especiais, denominadas de
corpos protéicos, onde ficam armazenadas essas proteinas de reserva (CAGAMPANG et 4.,
1966; LASZTITY, 1996). Existe uma grande variagdo no contelido protéico da semente do arroz.
Segundo Cao et al.,(2009), o teor de proteina total encontrado em variedades chinesas de arroz
(O. sativa) variou entre 7,4 a 15,4%. JA Lumen & Chow (1995) encontraram valores que
variaram de 4,3 a 18,2%. Essa grande variagdo € esperada pois, aém da diferenca genotipica,
existem variagdes ambientais como radiacdo solar, temperatura e a adubacdo nitrogenada, que
interferem no crescimento e no teor protéico do endosperma da semente (JULIANO &
BECHTEL, 1985).

Existem quatro principais classes de proteinas de reserva no arroz - albumina, globulina,
prolamina e gluteling, e essas proteinas séo isoladas e caracterizadas pelo método de Osborne
(1924) de acordo com suas diferentes solubilidades (MARSHALL & WADSWORTH, 1994). A
glutelina é a principal fragdo do arroz, correspondendo a cerca de 80% da proteina total do
endosperma (CAGAMPANG et d., 1966; YAMAGATA et a., 1982), enquanto a albumina
corresponde a cerca de 5%, globulina 10% e prolamina de 5 a 8% do conteido protéico do gréo
(TAIRA, 1995; SGARBIERI, 1996). O vaor nutricional da glutelina é superior ao da prolamina
e da globulina por possuir maior teor do aminoé&cido essencial lisina (OGAWA et a.,1987;
TANAKA et d., 1975; TANAKA, et a., 1980). Porém, a glutelina contém menores teores de
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lisina, em relacdo a fracdo albumina. Isso significa que um aumento da concentracdo protéica
total pode causar uma reducdo na proporcdo de lisina na proteina do gréo (TAIRA, 1995;
SGARBIERI, 1996)

Existem duas espécies de arroz cultivado, Oryza sativa e Oryza glaberrima, e 21 espécies
silvestres do género Oryza. A espécie O. sativa comegou a ser cultivada na China e depois passou
a ser amplamente cultivado em diversos paises. A espécie O. glaberrima € cultivada em uma
pequena regido do Oeste da Africa (KHUSH, 1997). As espécies silvestres do género Oryza sdo
encontradas em diferentes habitats como savanas, florestas, montanhas, rios e lagos
(VAUGHAN, 2003). Quanto a localizacdo geogréfica, sdo encontradas dez espécies silvestres na
Asia, cinco na Africa, duas na Austrdia e quatro na América (OLIVEIRA et ., 1991). Dentre as
guatro espécies americanas (O. glumaepatula, O. alta, O. grandiglumis e O. latifolia) apenasa O.
glumaepatula possui 0 genoma dipléide, o que torna viavel seu cruzamento com a espécie
cultivada O. sativa, resultando em descendentes férteis (BRONDANI et al., 2001; BRONDANI
et a., 2005).

A partir da década de 1990 comegaram os estudos de introgressdes de genes de espécies
silvestres do género Oryza para 0 arroz cultivado Oryza sativa por meio de cruzamentos
interespecificos (BRAR et al.,1996; JENA et a., 1990; MULTANI et al.,1994). Segundo
Mahmoud et al., (2008), as espécies silvestres sd0 reservatodrios de variabilidade genética
podendo transferir para a espécie cultivada caracteristicas como resisténcia a doencas, melhoria
da produtividade, aumento do teor protéicos do gréo, entre outras caracteristicas. No Brasil, o
desenvolvimento de linhagens interespecificas O. sativa x O. glumaepatula iniciou em 1995
(BRONDANI et da., 2001). Nestas linhagens foram identificadas caracteristicas de interesse
agrondmico como rdpido crescimento vegetativo e maior potencial produtivo (BRONDANI et al.,
2002). Linhagens interespecificas derivadas destes cruzamentos estdo disponiveis para uso em
programas de melhoramento do arroz no Brasil (RANGEL et al., 2007).

Os principais objetivos desta dissertacéo foram quantificar as proteinas de reserva total,
fracdes protéicas (albumina, globulina, prolamina e glutelina) e determinar os perfis protéicos por
eetroforese SDS-PAGE em acessos de Oryza glumaepatula e linhagens derivadas de
cruzamentos interespecificos. Esta dissertacdo foi dividida em dois artigos. No primeiro artigo

foram quantificadas as proteinas de reserva presentes em vinte nove genétipos de Oryza
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glumaepatula e determinados os seus perfis protéicos por e etroforese SDS-PAGE. No segundo
artigo foram determinados os perfis protéicos e andlise quantitativa das proteinas de reserva de
linhagens interespecificas derivadas dos cruzamentos O. glumaepatula RS-16 x O. sativa BG90-
2 e O. glumaepatula RS-16 x O. sativa CICA-8.
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2. OBJETIVOS

2.1 0BJETIVO GERAL

Realizar as andlises quantitativa e qualitativa das proteinas de reserva da espécie silvestre Oryza
glumaepatula e de linhagens interespecificas derivadas dos cruzamentos O. glumaepatula x O.

sativa.

2.2 OBJETIVOSESPECIFICOS

- Andlisar as proteinas de reserva totais de gendtipos de Oryza glumaepatula provenientes dos
Estados de Goiés, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Amazonas e Roraima;

- Andisar as proteinas de reserva de linhagens interespecificas derivadas dos cruzamentos O.
sativa BG 90-2 x O. glumaepatula RS-16 e O. sativa CICA-8 x RS-16;

- Separar e quantificar as fracdes protéicas albumina, globulina, prolamina e glutelina dos acessos
silvestres e das linhagens i nterespecificas.

- Redlizar a andlise qualitativa por eletroforese SDS-PAGE das proteinas de reserva totais e
dessas fragdes protéicas,

- Comparar, por meio das andlises quantitativa e qualitativa das proteinas de reserva do gréo,

cultivares de O. sativa, gendtipos de O. glumaepatula, e linhagens interespecificas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A importéancia do arroz como fonte nutricional

A desnutricéo € apontada como a responsavel direta pel os maiores indices de morbidade e
mortalidade em todo o mundo (WAITZBERG, 2001). Segundo dados da OMS (2000) a
desnutricdo energético-protéica afeta 0 mundo todo e cerca de 150 milhdes de criangas estéo
abaixo do peso. Geograficamente, mais de 70% das criangas desnutridas vivem na Asia, 26%
vivem na Africa e 4% na América Latina e no Caribe. Muitas criancas ja nascem desnutridas
devido a desnutricdo de suas mées. A desnutricdo € um termo que se refere a distrbios clinicos
gue resultam da caréncia de proteinas e energia no organismo (MAHAN & ESCOTT-STUMP,
1998). Individuos desnutridos pela falta de ingestdo adequada de proteina apresentam o sistema
imune deprimido, o que pode levar a morte por infec¢es secundarias (CHAMPE & HARVEY,
2000).

Os paises desenvolvidos consomem uma ampla variedade de fontes nutricionais. No
entanto, essa ndo € arealidade de paises menos desenvolvidos o qual uma Unica fonte nutricional
€ responsavel por grande parte ou por todo o conteido protéco diario (SHEWRY, 2007). Assim
€ necessaria a busca por fontes aternativas de nutrientes, como o estudo do valor protéico de
alimentos de origem vegetal, que podem servir como suplemento alimentar na dieta dessas
populacbes mais carentes (MADRUGA et a., 2004). Segundo Friedman (1996) e Galland-
Irmouli et al., (1999), 80% das proteinas vegetais sdo consumidas pela populacdo de paises em
desenvolvimento. Entre as fontes vegetais protéicas para 0 consumo humano, 0s grupos mais
importantes de alimentos sdo os cereais e as leguminosas (YOUNG & PELLETT, 1994).

Segundo dados da FAO (2007) os principais cereais produzidos no mundo s&o o milho
(791 milhGes de toneladas), o arroz (659 milhdes de toneladas) e o trigo (605 milhdes de
toneladas). Além disso, esses cereais constituem a base da aimentagdo humana, contribuindo
com cerca da metade da ingestdo energética e protéica dos individuos (YOUNG & PELLETT,
1994). Os cereais apresentam uma quantidade menor de proteina de reserva (cerca de 10-12%)
em comparacdo as sementes de leguminosas (20-40%). No entanto, pelo fato dos cereais serem

mais consumidos, fornecem mais de 200 milhdes de toneladas de proteina para a alimentacéo de
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humanos e animais, correspondendo cerca de trés vezes mais o montante de proteinas fornecidas
por sementes de leguminosas (SHEWRY & HALFORD, 2001).

Os cereais podem ser consumidos sobre a forma de semente, como o0 arroz e o milho, ou
entdo podem ser utilizados no processamento de outros alimentos. O trigo, por exemplo, é
amplamente utilizado na fabricagdo de pées e outros produtos alimenticios. A soja, embora sgja
menos consumida para alimentagdo humana, possui alto teor do aminoécido essencial lisina e por
isso a sua farinha tem sido acrescentada na fabricacdo de aimentos (INDRANI et d., 1997 e
DHINGRA et a., 2001).

A China é o maior produtor de arroz (Oryza sativa) do mundo. A sua producado atinge 187
milhdes de toneladas (FAO, 2007). O Brasil € o maior produtor de arroz da América Latina e o
décimo maior produtor mundial, com producdo anual de 11 milhdes de toneladas. O arroz é
consumido por cerca de 60% da populacdo mundia e em paises em desenvolvimento € a
principal fonte de proteinas e carboidratos (KAWAKATSU et a., 2008). No arroz séo
encontrados carboidratos complexos, como o amido, que possuem absorgdo lenta e por iSso séo
capazes de prover o organismo com energia por periodos prolongados (BASSINELLO &
NAVES, 2006). Além disso, entre 0s cereais, 0 arroz € o que possui maior teor de vitamina B6
(piridoxina) e carotendides com atividade pro-vitaminica (FAO, 2004).

A qualidade nutricional protéica é determinada pela propor¢do de aminoécidos essenciais,
0 qual ndo é sintetizado pelos animais e que por isso deve ser requerido na dieta dimentar. Dez
amino&cidos sdo estritamente essenciais: lisina, isoleucina, leucina, feniladanina, tirosing,
treonina, triptofano, valing, histidina e metionina. No entanto, a cisteina também é muitas vezes
incluida por ser sintetizada a partir da metionina. Fontes nutricionais limitadas a poucos tipos de
aminoacidos restringem a disponibilidade de nitrogénio no organismo comprometendo o seu
funcionamento (SHEWRY, 2007). A proteina do arroz é considerada de boa qualidade, porque
contém oito dos dez aminoacidos essenciais @ homem. Em termos nutricionais 0 arroz possuli
um perfil de aminoécidos essenciais mais adequados em comparacdo ao milho e o trigo, por
possuir alto teor do aminodcido essencia lisina, fornecendo alta digestibilidade e
conseguentemente alta qualidade nutricional (NALIVKO et al., 1975; HUEBNER et a., 1990).
Ainda quando combinado com leguminosas, como o feijdo, ou com proteina animal, como o leite
ou carne, torna-se uma fonte protéica mais valiosa (GOMEZ & DE DATTA, 1975; NANDA &
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COFFMAN, 1979). A tradiciona mistura brasileira de arroz com feijdo, resulta em um aumento
protéico acima de 80% em relacdo ao consumo isolado do arroz (JOSEPH & SWANSON, 1993).
Isso ocorre devido a complementaridade de diferentes aminoécidos encontrados em leguminosas
e nos cereais (YOUNG & PELLETT, 1994). Nesse sentido, 0 arroz constitui uma boa fonte de
proteina quando complementado com quantidades similares de proteinas de leguminosas
(NAVESet d., 2004).

Além disso, 0 arroz € importante na dieta da populagdo mundial por representar cerca de
20% do aporte energético e 15% do aporte protéico. No Brasil, 0 arroz é responsavel por 14% da
energia e 10% da proteina consumidas diariamente pela populagdo (NAVES & BASSINELLO,
2006). Além desses aspectos positivos sobre o valor nutricional do arroz, o aumento do seu teor
protéico é especia mente importante, sobretudo para a popul agéo de baixa renda, como ocorre em
certas &reas da Asia, onde o consumo do arroz representa mais da metade do consumo de energia
e proteina dessas populagdes (KENNEDY & BURLINGAME, 2003).

Segundo a Organizacdo Mundia da Saide (OMS) uma dieta saudavel deve conter mais
metade de sua energia proveniente dos carboidratos e apenas 30%, no maximo, proveniente de
lipidios (NAVES & BASSINELLO, 2006). Isto reforga o conceito de que o arroz € um alimento
importante, pois apresenta em sua composi¢ao grande parte de carboidratos (80%) e apenas 0,5%
de lipidios (NAVES & BASSINELLO, 2006). Por isso, 0 arroz € considerado um alimento
saudavel, cujo consumo é recomendavel em paises em desenvolvimento como o Brasil, devido a
elevada prevaléncia de obesidade e doengas cardiovasculares nessas populagdes (SICHIERI et
al., 2000).

A caracterizacdo adequada dos recursos genéticos de arroz quanto ao seu valor protéico é
0 primeiro passo para identificar os gendtipos superiores que serdo utilizados como genitores por
programas de melhoramento genético para a transferéncia desta caracteristica a futuras cultivares
comerciais, aumentando o vaor nutricional do arroz, importante sobretudo para a populagéo de

baixarenda
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3.20 género Oryza

O género Oryza surgiu ha cerca de 130 milhdes de anos e disseminou-se como uma
graminea silvestre por todo o supercontinente de Gondwana que posteriormente separou-se
originando os Continentes Asiatico, Africano, Americano, Australiano e Antartico. Ainda hoje, &
possivel encontrar o género Oryza distribuido por todos esses continentes, exceto na Antértica
(KHUSH, 1997).

Ha mais de 10.000 anos, os humanos comegaram a consumir a espécie de arroz Oryza
rufipogon, uma graminea silvestre que crescia em pantano por toda a Asia tropical e subtropical.
Os primeiros agricultores, lentamente através de processos continuos de selecdo para
caracteristicas desegjaveis, obtiveram plantas com caracteristicas diferenciadas dessa espécie
silvestre de arroz, originando uma nova espécie Oryza sativa (KHUSH, 1997). Inimeros estudos
genéticos utilizando marcadores moleculares e andlises filogenéticas mostram que as cultivares
de O. sativa sdo mais estreitamente relacionadas com O. rufipogon do que outras espécies do
género Oryza, comprovando a ligacdo entre essas especies (LU et a., 2002; RAKSHIT et d.,
2007).

Segundo estudos arqueol 6gicos o arroz (O. sativa) comegou a ser domesticado no vale do
rio Yangtze, na China (NORMILE, 1997). A partir da Asia, o arroz foi introduzido na Grécia e
posteriormente na Europa, onde somente no século XV passou a ser cultivado em maior escala
(KHUSH, 1997). No Brasil, antes da chegada dos portugueses, popul agdes indigenas utilizavam a
espécie silvestre Oryza glumaepatula para a sua alimentac&o. Por volta de 1550, os portugueses
introduziram o arroz cultivado O. sativa em terras brasileiras (PEREIRA, 2002).

Segundo Chang (1976) o género Oryza estd classificado na tribo Oryzeae, subfamilia
Oryzoideae, familia Poacea (Graminae). Este género possui 21 espécies silvestres e duas espécies
cultivadas Oryza sativa e O. glaberrima (KHUSH, 1997 & VAUGHAN et a., 2003). A espécie
O. sativa € originaria do continente Asiatico, e ocupa a maior parte da area cultivada do mundo
(JOSHI et al., 2000). Segundo Kush e Brar (2002) esta espécie representa mais de 90% do arroz
cultivado. Ja a espécie O. glaberrima, originaria do continente Africano, é cultivada apenas em
uma érea limitada da Africa (JOSHI et al., 2000).
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A espécie O. sativa pode ser representada por dois grupos geneticamente distintos, que
formam as subespécies indica e japonica. Estas subespécies originaram-se a partir da espécie
silvestre O. rufipogon e posteriormente, devido a adaptabilidade ambiental diferenciada, teriam
surgido variagbes morfolégicas que ocasionaram inUmeras barreiras reprodutivas levando a
formag&o dessas duas subespécies (LU et a., 2002; WANG, 1984; OKA & MORISHIMA, 1982;
HARUSHIMA et a., 2002). A subespécie japonica € largamente cultivada nas zonas temperadas
(Taiwan, Coréia, Japdo, parte da Austrdlia, California, Europa e Egito), por possuirem ata
capacidade de sobrevivéncia em areas ndo irrigadas. Possuem colmos curtos e rigidos, mediana
capacidade de perfilhamento, folhas escuras e eretas e ciclo precoce (PINHEIRO, 1998). No
Brasil, a maioria das cultivares do sistema de cultivo de sequeiro séo da subespécie japonica. As
variedades de arroz irrigado cultivadas no Brasil pertencem ao grupo indica e possuem
caracteristicas morfolégicas como colmos longos, ata capacidade de perfilhamento, folhas
longas e decumbentes e ciclo tardio (DALRY MPLE, 1986).

3.3 A espéciesilvestre Oryza glumaepatula

Tateoka, (1963) analisou diversas espécies do género Oryza e sugeriu, de forma afacilitar
0 estudo dessas especies, dividi-las em complexos. Assim segundo Vaughan et al., (2005), o
género Oryza pode ser divido em quatro complexos. O. sativa (AA), O. officinalis (BB, CC,
BBCC, CCDD, EE), O. ridleyi (HHJJ) e O. granulata (GG). As espécies do complexo O. sativa
sdo todas diploides (AA) e incluem espécies como: O. glumaepatula, O. nivara, O. meridionalis,
O. rufipogon, O. breviligulata, O. glaberrima, O. barthi, O. longistaminata e O. sativa
(AGGARAWAL et d., 1997; YAN et al., 1999). O complexo O. officinalis é representado pelas
espécies O. minuta (BBCC), O. australiensis (EE), O. alta (CCDD), O. grandiglumis (CCDD),
O. latifolia (CCDD), O. officinalis (CC), O. rhizomatis (CC), O. eichingeri (CC), O. punctata
(BB ou BBCC) e O. malapuzhaensis (BBCC). As espécies O. granulata e O. meyeriana possuem
genoma GG e sdo agrupadas no complexo O. granulata. O complexo O. ridleyi € formado pelas
espécies O. longiglumis e O. ridleyi, ambas com genoma HHJJ. As espécies O. schlechteri e O.
brachyantha ndo sdo agrupadas em nenhum destes complexos, pois apresentam caracteristicas

gue poderiam classificalas como pertencentes a outro género (Leersia) e, portanto, estariam no
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limite da classificacdo do género Oryza (VAUGHAN et a., 2003; VAUGHAN et a., 2005)
(Tabelal).

Essas espécies silvestres do género Oryza estéo distribuidas nas regides tropicais e
subtropicais do mundo (MORISHIMA, 1994). Sendo que, dez espécies silvestres habitam a Asia,
cinco a Africa, duas a Austrédlia e quatro a América. Todas as quatro espécies americanas (O.
glumaepatula, O. alta, O. grandiglumis e O. latifolia) que estdo distribuidas do México até o
norte da Argentina, existem no Brasil e sdo hidrofitas (OLIVEIRA et a., 1991). A espécie O.
glumaepatula € encontrada também na Bolivia, Colémbia, Costa Rica, Cuba, Republica
Dominicana, Guiana Francesa, Guiana, Honduras, México, Panam4, Suriname e Venezuela
(IRRI, 2005). No Brasil, ela ocorre nas regides Norte, ocupando a regido da Bacia Amazonica, e
Centro-Oeste, sendo encontrada no Pantanal Mato-Grossense e no Cerrado Goiano (BUSO et dl.,
2001).

O Brasil é um dos poucos paises que ainda dispdem de populacdes extensivas de
germoplasma silvestre de arroz em condic¢des naturais (RANGEL et a., 1996). Assim, a Embrapa
Arroz e Feijéo, juntamente com outras instituicdes de pesquisa, reaizaram sete expedicdes de
coleta as espécies silvestres de arroz no Brasil. Essas expedi¢des ocorreram entre o periodo de
1992 e 2002. As coletas exploraram as bacias do Rio Negro e do Rio Solimdes (ambas na Regi&o
Amazobnica), Pantanal Matogrossense, Bacia do Rio Paraguai (no Pantanal Norte em torno das
cidades de Céaceres e Poconé, e no Pantana Sul em Corumbd). No estado de Goias foram
exploradas as veredas (&reas de varzeas que ocorrem nos Cerrados, totalmente isoladas das bacias
dos grandes rios) onde foi verificada apenas a presenca de O. glumaepatula e, em alguns locais,
constatou-se que essa espécie corre sérios riscos de extingdo devido a expansdo da agricultura e
pecuaria no Cerrado goiano. Nessas expedicbes foram coletados 136 acessos das espécies
silvestres O. glumaepatula, O. grandiglumis, O. alta e O. latifolia (FONSECA et al., 2006).

Dentre as quatro espécies que ocorrem no continente Americano, Oryza glumaepatula
tem despertado maior interesse, especialmente no que diz respeito a sua conservacdo e utilizacdo
Como reservatorio génico por possuir o genoma diploide, o que tornaviavel seu cruzamento com
a espécie cultivada O. sativa, resultando em descendentes férteis, além de estar adaptada a
condic¢des edafoclimaticas brasileiras (BRONDANI et a., 2001; BRONDANI et a., 2005).
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O aumento da produtividade tem sido um dos principais avos dos programas de
melhoramento de arroz. Porém, o ganho de produtividade obtido pelos programas de
melhoramento tem sido pequeno e estd intimamente relacionado com o estreitamento da base
genética das cultivares modernas de arroz (RANGEL et al., 1996; TANKSLEY & NELSON,
1996). Este estreitamento advém da utilizacdo de genitores geneticamente relacionados nos
programas de melhoramento para a obtencdo de novas linhagens (MONCADA et al., 2001).
Segundo Rangel et a., (1996), no Brasil, apenas dez genitores sdo responsaveis por 68% do
“pool” génico das variedades mais plantadas de arroz. Como consequéncia, este cereal atingiu o
seu platé de produtividade e o ganho obtido pela selecdo esta em declinio. Diversos estudos
reportam ganhos genéticos para a produtividade de gréos menores que 1% nos programas de
melhoramento do arroz irrigado conduzidos no Brasil (SOARES et a., 1994; BRESEGHELL O et
a., 1999; SANTOS et d., 1999; RANGEL et al., 2000). Logo, 0 uso de materiais geneticamente
distintos do arroz cultivado, como gendtipos exéticos (espécies silvestres e variedades
tradicionais de arroz), é imprescindivel para a ampliacdo da base genética desta cultura. Neste
caso, estes materiais seriam utilizados em cruzamentos amplos com o0 arroz cultivado,
incorporando nova variabilidade genética, e derivando linhagens de base genética ampla, as quais
seriam utilizadas pelo programa de melhoramento no desenvolvimento de novas cultivares
comerciais (BRONDANI et a., 2002).

No Brasil, o desenvolvimento de linhagens interespecificas O. sativa x O. glumaepatula
iniciou em 1995 (BRONDANI et a., 2001). Nestas linhagens foram identificadas caracteristicas
de interesse agrondmico como rpido crescimento vegetativo e potencial produtivo (BRONDANI
et a., 2002). Linhagens interespecificas derivadas destes cruzamentos estdo disponiveis para uso
de programas de melhoramento do arroz no Brasil (RANGEL et al., 2007).
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Tabela 1. NUmero de cromossomos, espécie, genoma e distribuicdes do género Oryza.

NUmero de

Espécie Genoma  Distribuicdo
Cr 0Mmossomos
Complexo O. sativa
O. sativa L. 24 AA Mundial
O. nivara Sharma et Shastry 24 AA Asiatropical e subtropical
O. rufipogon Griff 24 AA Asiatropical e subtropical
O. breviligulata A. Chev.et Roehr 24 AA Africa
O. glaberrima Seud 24 AA Oeste daAfrica
O. barthii A. Chev.* 24 AA -*
O. longistaminata A.Chev. Et Roehr 24 AA Africa
O. meridionalis Ng 24 AA Austrdlia Tropica
O. glumaepatula Steud 24 AA América Central e do Sul
Complexo O. officinalis
O. minuta J.S.Pels.ex C.B.Pred. 48 BBCC Filipina e Papua Nova Guiné
O. officinalis Wall ex Watt 24 cC Asiatropical e subtropical,
Austrdiatropical
O. rhizomatis Vaughan 24 CcC Sri Lanca
O. eichingeri A. Peter o4 cC Sul .daAfrlcae Lestada
Africa
O. latifolia Desv. 48 CCDD América central e do Sul
O. alta Swallen 48 CCDD Ameéricacentral e do Sul
O. grandiglumis 48 CCDD Américacentral e do Sul
O. punctata Kotschy ex Steud. BB, o
24,48 BBCC Africa
O. australiensis Domin. 24 EE Austrdlia Tropica
O. malapuzhaensi< Krishnaswamy e x
Chandrasakaran* 48 BBCC
Complexo O. granulata
O. granulata Nees et Arn ex Watt 24 GG Sul e sudestedaAsia
géjrlrlmeyerlana (Zoll. Et Mor. ex Steud) o4 GG Sudestes daAsia
Complexo O. ridleyi
O. longiglumis Jansen 48 HHJ Indonesug, I,rlan Jaya e Papua-
Nova Guine
O. ridleyi Hook.f. 48 HHJJ Sul daAsia
Genoma desconhecido/ Ridleyanae
Tateoka
O. schlechteri Pilger** 48 - ** Papua Nova Guiné
BrachyanthaB.R. Lu
O. brachyantha A. Chev et Roehr 24 FF Africa

Fonte: Modificado de Khush, 1997 e Vaughan, 2003.

*Dados ndo disponiveis

** Estudos moleculares afirmam que o genoma desta espécie € HHKK, porém, estudos recentes
confrontaram estes resultados. Atualmente, seu genoma € considerado desconhecido sendo necessario um
estudo mais aprofundado para caracterizar este genoma (GE et a.,1999; GE et al., 2001).
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3.4 Proteinas

A transcricdo e a tradugdo sdo 0s meios pelos quais as células interpretam ou expressam
suas instrucdes genéticas. A transcricdo ocorre a partir de uma sequéncia de DNA, a qual é
transcrita em uma sequéncia de ribonucleotideos. Diversas copias idénticas de RNA podem ser
produzidas a partir do mesmo gene e cada molécula de RNA pode dirigir a sintese de diversas
copias idénticas de proteinas (ALBERTS et a., 1999). Muitas moléculas de RNA sdo
processadas depois de serem sintetizadas, em reacfes pos-transcricionais como a fosforilagcdo e a
glicosilacdo. O destino fina de qualquer RNA ¢é a sua degradacdo completa. 1sso € importante,
pois certas proteinas sd0 expressas apenas em um estagio de desenvolvimento de um organismo,
e 0 RNA mensageiro (MRNA), que codifica tal proteina, deve ser destruido no momento
apropriado (NELSON & COX, 2002).

A traducdo ocorre a partir da mensagem genética unidimensiona do mRNA, que é
convertido em uma estrutura tridimensional de proteina (NELSON & COX, 2002). Algumas
proteinas recém sintetizadas ndo atingem sua conformacado final biologicamente ativa e por isso
sdo ateradas por uma ou mais reagdoes de processamento, chamadas de modificacOes pos-
traducionais, como fosforilagdo, metilacdo, acetilacdo, clivagem proteolitica, entre outras. Essas
modificacbes podem ocorrer durante ou apos a sintese protéica, e por isso, a estrutura fina e
funcdo das diversas proteinas ndo podem ser definidas com base apenas nas sequéncias
nucl eotidicas dos genes que as codificam (CAHILL et a., 2001).

As proteinas sdo as macromoléculas mais abundantes nas células vivas, podendo ocorrer
em milhares de diferentes tipos, desde peptideos de tamanho relativamente pegueno até enormes
polimeros com massas moleculares na faixa de milhdes (NELSON & COX, 2002). Proteinas séo
compostas de nitrogénio, carbono e oxigénio, e diferem de carboidratos e gorduras pelo seu
conteldo de nitrogénio (WAITZBERG, 2001). Algumas proteinas contém componentes
guimicos permanentemente associados além dos aminoacidos, e sGo denominadas de proteinas
conjugadas. As proteinas também exibem uma grande diversidade de fungbes bioldgicas, sendo
0s produtos finais mais importantes das vias de informagdo, além de instrumentos moleculares
por meio dos quais a informagdo genética é expressa. As suas subunidades monoméricas

relativamente simples fornecem a chave para a estrutura de milhares de proteinas diferentes
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(Figural). Todas as proteinas sdo construidas com 0 mesmo conjunto de 20 aminoécidos, ligados
covaentemente em sequéncias lineares caracteristicas. As células sdo capazes de produzir
proteinas com propriedades e atividades extraordinariamente diferentes, pela reunido dos mesmos
vinte aminoéci dos em muitas combinagdes e sequéncias diversas (NELSON & COX, 2002).

As proteinas, por serem macromoléculas, possuem diferentes niveis de complexidade e
por isso s80 estudadas em quatro nivels conceituais. As estruturas primarias sdo formadas por
residuos de aminoécidos unidos através de ligacOes covalentes (principamente as ligacOes
peptidicas e dissulfeto), e o elemento mais importante desta estrutura é a sua sequéncia de
aminoacidos. A estrutura secundaria refere-se aos arranjos particularmente estaveis dos residuos
de aminoacidos, e sdo frequentemente representadas por estruturas afa-hélice e conformacoes .
A estrutura tercidria descreve todos os aspectos do dobramento tridimensional de um
polipeptideo. Quando uma proteina possui duas ou mais subunidades polipeptidicas, seu arranjo
espacia é denominado de estrutura quartenaria (NELSON & COX, 2002) (Figura 2). Conhecer a
estrutura tridimensional das proteinas € importante para compreender melhor a sua fungéo.
Somente quando uma proteina estd em sua estrutura tridimensional correta é capaz de funcionar
de maneira eficiente. Um conceito importante para o entendimento das proteinas € que afuncdo e
derivada da estrutura tridimensional, e a estrutura tridimensional é especificada pela sequéncia de
aminoécidos (LODISH et a., 2005).

| ] CH, CH
\:,\._\__\_['__,_.- ™ cH
CH.OH ]-[I I-[{ H CH. H CH, H CH.
+ || | J | é
H;lN— —ﬁ—N—T—lflJ—N—(lf—(n—N— lf—%—N— l'—('OO‘
I—ll (8] H O H O H O H
Amino- Carboxyl-
terminal end terminal end

Figura 1. Sequéncia dos aminoacidos Ser-Gly-Tyr-Ala-Leu em sua estrutura priméria. Os
peptideos sdo nomeados a partir da extremidade aminoterminal. As ligagdes peptidicas estéo
sombreadas em amarelo, e os grupos laterais estdo em vermel ho.

Fonte: Modificado de NELSON & COX, (2002).
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Figura 2. Niveis de estruturacéo das proteinas. A) Estrutura priméria: Sequéncia de aminoécidos
unidos por ligacbes peptidicas e ligacdes dissulfeto. B) Estrutura secundaria: Polipeptideo
enovelado em conformacéo a-hélice. C) Estrutura Terciaria: Dobramento tridimensional de um
polipeptideo formado por estruturas do tipo o-héice. D) Estrutura quartenéria: E constituida por
vérias subunidades de estruturas terciérias.

Fonte: Modificado de NELSON & COX, (2002).

3.5 Proteinas dereserva dos cereais

As proteinas de reserva dos cereais tém sido estudadas ha mais de 250 anos, quando foi
isolado pela primeira vez do gluten de trigo (BECCARI, 1745). Estas proteinas séo divididas em
guatro grupos principais. abuminas (solUveis em agua), globulinas (solUveis em sais), prolamina
(soltveis em dlcool) e as glutelinas (solUveis em solugdes acidas ou béasicas) (OSBORNE, 1924;
SHOTWELL & LARKINS, 1989). Embora a classificacdo de Osborne ainda segja bastante
utilizada, recentemente as proteinas foram divididas em trés classes; proteinas de reserva,
estruturais e metabdlicas. As proteinas de reserva apresentam algumas caracteristicas proprias,
tals como: a) a possihilidade de serem acumuladas em grandes quantidades durante o
desenvolvimento da semente, para permitir a germinagdo; b) sdo sintetizadas somente na semente
e ndo em outros tecidos; ¢) ndo possuem outra atividade funciona fora da semente e, d) séo
depositadas principalmente em organelas especiais chamadas de corpos protéicos (SHEWRY &
HALFORD, 2001).

O teor de proteina de reserva total do gréo varia entre os diferentes cereais, como para o
arroz, que varia em torno de 5 — 13% (NAVES et d., 2006), a cevada, que varia entre 8 - 15%
(SHEWRY, 1993), 0 milho, de 9 - 11% (ZUBER & DARRAH, 1987) e o trigo, de 7 — 22%
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(VOGEL et al., 1978). Os teores de diferentes aminoécidos também variam entre os cereais,
COMO para o arroz e aveia, que possuem um alto teor de lisina comparado ao trigo e ao milho. Ou
entdo, o triptofano, que esta ausente na fragdo prolamina em milho. A proteina de reserva mais
abundante nos cereais € a prolamina, com excecdo do arroz e da aveia, onde sdo encontradas em
maior abundancia a glutelina e a globulina, respectivamente. Assim como as leguminosas, 0 arroz
e a aveia possuem um baixo teor de prolamina, e apresentam um alto teor do aminoécido
essencid lisina (SHEWRY, 2007).

Os diferentes teores protéicos das sementes encontrados em espécies distintas sdo
influenciados fortemente por fatores ambientais, como temperatura, umidade, composicéo e
fertilidade do solo (SOTELO et a.,1994). O aumento de nitrogénio no solo levou a um aumento
no teor de lisina em diferentes cereais como o milho, o arroz, a cevada, aaveia, 0 trigo e 0 sorgo
(MOSSE & HUET, 1990). Da mesma forma, 0 manejo da cultura afeta o actimulo de proteina na
cariopse, e a literatura disponivel a esse respeito relata que a baixa densidade de semeadura, a
maior disponibilidade de nitrogénio no solo, o controle adequado de doencas e um bom manegjo
de agua contribuem para aumentar o teor protéico do arroz (DE DATTA et d., 1972; GOMEZ &
DE DATTA, 1975).

Dentre as quatro principais proteinas de reserva dos cereais, as globulinas apresentam
coeficiente de sedimentagdo em torno de 7S e sdo similares as globulinas presentes em
leguminosas e outras plantas dicotileddneas (KRIZ, 1999). No entanto, essas proteinas ndo séo
estritamente necessarias para a fungdo de reserva, pelo menos em variedades de milho, onde um
mutante nulo comportou-se normal mente em termos de desenvolvimento e germinagéo (KRIZ &
WALLACE, 1991).

As prolaminas receberam denominacdo porque inicialmente acreditava-se que
proteina era formada apenas por prolina e nitrogénio amida derivados de glutamina. Atua mente
sabe-se que as proporgdes destes aminoacidos variam cerca de 30-70% entre diferentes grupos
desta proteina e entre diferentes cereais (SHEWRY & HALFORD, 2001). A maioria das
prolaminas apresenta duas caracteristicas estruturais comuns. A primeira € a presenca de
dominios distintos e a segunda € a presenca de aminoéacidos constituidos por sequéncias repetidas
em blocos, com base em um ou mais motivos de peptideos curtos, enriquecidos por residuos de

aminoéacidos especificos tais como a metionina. Estas caracteristicas sd0 responsaveis pela dta
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proporcdo de glutamina, prolina e outros aminoécidos especificos como histiding, glicing,
metionina e fenilalanina em alguns grupos de prolamina (SHOTWELL, 1999 & TAKAIWA et
al., 1999).

As albuminas no milho, além de funcionar como proteina de reserva auxiliando na
germinacdo do embrido, pode funcionar também como inibidora de insetos e fungos patdégenos
antes da germinagdo (SINGH et d., 1991,1993).

As glutelinas sfo as proteinas mais abundantes no endosperma do arroz, e correspondem a
cerca de 80% do contetdo protéico do grédo (TAKAIWA et a., 1991). Essas proteinas sao
sintetizadas como subunidades de 57 kDa no reticulo endoplasméatico (RE) e depois de serem
processadas formam polipeptideos de 37 kDa (a-polipeptideo ou a-gluteling) e de 20 kDa (B-
polipeptideo ou B-glutelind) (YAMAGATA et d., 1982; FURUTA et d., 1986; KRISHNAN &
OKITA, 1986; KATSUDE-TANAKA et a.; 2004).

No arroz, as proteinas de reserva glutelina e globulina sdo sintetizadas no reticulo
endoplasmético e armazenadas nos graos de aleurona, onde sdo denominadas de corpos protéicos
Il (protein body 1) (YAMAGATA & TANAKA, 1986; FUTURA et al.; 1986). Ja as prolaminas
ficam armazenadas no reticulo endoplasmatico rugoso (RER), em estruturas especias,
denominadas de corpos protéicos | (protein body 1) (TAKAIWA et a., 1999). Segundo Okita et
al., (1993b) existem mecanismos especificos, como as chaperonas BiP (biding protein), que
fazem com que as prolaminas permanecam dentro do RER e ndo sgam enderegadas pra outros

locais nacélula (Figura 3).
Prolaminas

Globulinas e
glutelinas

Figura 3. Localizacdo intracel ular dos corpos protéicos| el através do método de microscopia
imunoel etronica.
Fonte: Modificado de Kawakatsu et al., (2008).
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3.6 Estudos protedmicos

3.6.1 Eletroforese SDS-PAGE e 2D-PAGE

As proteinas podem diferir quanto ao tamanho, forma, carga, hidrofobicidade e por sua
afinidade por outras moléculas. Todas essas propriedades podem ser exploradas, possibilitando
assim separé-las (ALBERTS, 1999). A eletroforese € uma técnica importante para a separagéo de
proteinas e consiste na migracdo de proteinas carregadas em um campo elérico. Um sistema de
eletroforese bastante utilizado é o SDS-PAGE, onde as cadeias polipeptidicas formam complexos
com as moléculas de carga negativa do sddio dodecil sulfato (SDS) e migram como complexos
SDS-proteina, fazendo com que a carga da proteina se torne insignificante, e conferindo a cada
proteina uma razdo entre carga e massa semelhante. Um agente redutor, B-mercaptoetanol, €
geralmente adicionado para romper quaisquer ligacdes dissulfeto dentre e entre as proteinas.
Nessas condigdes as proteinas migram a uma velocidade que reflete a suas massas moleculares
através do gel de poliacrilamida (ALBERTS, 1999; NELSON & COX, 2002). Assim, as
proteinas podem ser fracionadas por SDS-PAGE, sendo agrupadas em diferentes mono ou
polipeptideos, de acordo com suas massas moleculares (YAMAGATA e 4da., 1982
YAMAGATA & TANAKA, 1986).

O’ Farrell & Klose (1975) demonstraram que era possivel separar as proteinas com base
em seus diferentes pontos isoel étricos (pl) por focalizago isoel étrica (IEF) na primeira dimensao,
e de acordo com sua massa molecular através de detroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) na segunda dimensdo. A associacdo destas duas técnicas é denominada de eletroforese
em duas dimensdes (2D-PAGE). Esta técnica também é bastante utilizada e € um meio eficiente
para separar misturas complexas de proteinas (BLACKSTOCK & WEI, 1999). Apds a
eletroforese, as proteinas sdo visualizadas pela adi¢do de um corante, como o Coomassie blue,
gue seliga as proteinas, mas ndo ao gel (ALBERTS, 1999; NELSON & COX, 2002).
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3.6.2 Espectrometria de massa

A espectrometria de massa € um método utilizado para identificacdo de proteinas e
caracterizacdo de modificacBes pos-transcricionais. O MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser-
Desorption lonization Time Of flight) € uma técnica de espectrometria que fornece uma rapida
identificacBo dos peptideos a partir da excisdo de proteinas do gel, seguido por digestéo
proteolitica (BLACKSTOCK & WEI, 1999). A tripsina é geral mente utilizada para a digestdo das
proteinas, cliva a regido C-terminal adjacente a residuos de arginina e lisina, gerando um
conjunto de peptideos Unicos cujas massas sdo determinadas através de espectrometria de massa.
Nessa técnica os peptideos sdo cristalizados, através de uma matriz quimica, e as amostras séo
secas sobre uma placa. Em seguida, sdo bombardeadas por um laser, resultando em ions isolados,
0 que possibilita a andlise em funcdo de sua razdo massa/carga (AGRAWAL & RAKWAL,
2005).

Outra técnica de espectrometria de massa é por electrospray, especificamente nano-
electrospray (EST), que é capaz de adicionar informagbes parciais da sequéncia, para
complementar suas informagdes de massa. Sob a forma de “ peptide-sequence tag” pode-se
procurar em bancos dados EST com elevada especificidade (MANN & WILM, 1994).

Através do MALDI-TOF é possivel detectar milhdes de proteinas por semana, sendo
possivel automatizar o processo de excisdo dos spots e adi¢do de enzima ao peptideo. Por outro
lado, a técnica de electrospray, embora possua menor eficiéncia, oferece informagdes adicionais
da sequéncia, bem como a massa do peptideo e sdo especiamente Uteis para identificagdo de
modificagdes pos-transcricionais (BETTS et al., 1997).

A partir da espectrometria de massa é possivel identificar variagdes nas expressdes
protéicas em diferentes tecidos ou em diferentes condicdes fisiol gicas e posteriormente analisar
e comparar essas diferencas em bancos de dados, como:

- Mascot: http://www.matrixscience.com/search form select.html

- Multldent: http://www.expasy.ch/tools/multiident

- Tagdent: http://www.expasy.ch/tools/tagident.html
- Rice Proteome Database: http://geneb4.dna.affrc.go.jp/RPD/
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3.7 Proteoma em plantas

O sequenciamento do genoma estrutural de plantas representou um importante marco na
histéria da biologia vegetal. No entanto, ainda € necessdria uma andlise sistemdtica para a
descoberta da funcdo gendbmica. Para isso, é fundamental o auxilio do transcriptoma (andlise da
expressdo dos genes), proteoma (andlise dos polipeptideos) e metaboloma (andlise ampla dos
metabdlitos priméario e secundarios). Através dessas informagbes sera possivel entender o
funcionamento do sistema bioldgico e a sua interagdo com 0 meio ambiente (AGRAWAL &
RAKWAL, 2005). Portanto, o estudo das proteinas € essencial e indispensavel para o
entendimento das fungdes gendmicas (GEISOW, 1998).

Marc Wilkins e Keith Williams em 1993 propuseram pela primeira vez 0 termo
“proteoma’ para o estudo das proteinas em complemento ao estudo do genoma (BLACKSTOCK
& WEI, 1999). O estudo das proteinas de um organismo é mais complexo do que o estudo
gendmico devido a dindmica protéica em resposta as variacfes externas e internas na célula, além
de diferirem de individuo pra individuo, e até mesmo de uma célula para outra (CANOVAS et
a., 2004). Assim, de maneira geral, o proteoma estuda as proteinas presentes em uma céula,
tecido, 0rgdo ou organismo em um estdgio definido de seu desenvolvimento. O estudo de
proteinas comegou com as andlises de el etroforese em duas dimensdes na década de 70 e avangou
durante a década de 90, com o desenvolvimento de diferentes metodol ogias, como espectrometria
de massa (PANDEY & MANN, 2000).

O proteoma em plantas estd em sua fase inicial, comparado a outros organismos como
fungos, bactérias e mamiferos (BLACKSTOCK & WEI, 1999). Porém, nos ultimos anos, este
estudo em plantas tem avancado devido a espectrometria de massa associada a ferramentas de
bioinformatica (ROSSIGNOL et al., 2006; JORRIN et a., 2007). Além disso, o fato de algumas
espécies possuirem o genoma estrutura de tamanho reduzido e ja sequenciado, como
Arabidopsis thaliana e 0 arroz (Oryza sativa), impulsionou o estudo protedmico (SUN et al.,
2009). Em 2002 foi publicada a sequéncia genébmica completa do arroz Oryza sativa L. ssp.
indica e Oryza sativa L. ssp. japonica, possibilitando uma melhor compreensdo dos seus
processos bioldgicos (GOFF et a., 2002; YU et al., 2002). O milho (Zea mays), o arroz (O.

sativa) e Arabidopsis sdo considerados organismos-modelo para estudos protedmicos, sendo
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identificadas mais de 5.000 proteinas de cada uma dessas espécies. Além disso, existem mais de
80 publicacdes de estudos protedmicos em Arabidopsis rel acionados a organel as ou tecidos (SUN
et a., 2009). A espécie Nicotiana tabacum, apesar de ndo ter a sua sequéncia gendmica
completamente sequenciada, ja possui proteinas identificadas, e essas informacfes estdo
disponiveis em bancos de dados protedbmicos como Tobacco Proteome Database
(http://www.pdata.ua.ac.be/BY 2/modulessmain/) (LAUKENS et d., 2004). A soja (Glycine max)
e outras oleaginosas também possuem mapas protedmicos disponivels em bancos de dados, como
Proteomics of oilseeds (http://oilseedproteomi cs.missouri.edu) (HAJDUCH et a., 2005).

Nos ultimos anos, o conhecimento do proteoma de arroz teve um notével progresso, e

atualmente existem 23 mapas de referéncias com informacdes relacionadas a culturas de células
em suspensdo, endosperma, embrido, paniculas antes e pds-maturacdo, parede celular, membrana
plasmética, nicleo, cloroplasto entre outros (Tabela 2). Ja foram detectadas 13.129 proteinas
expressas em diferentes tecidos e organelas, das quais 5.755 foram identificadas (KOMATSU,
2006). Na folha do arroz, por exemplo, foram encontradas proteinas relacionadas com
metabolismo primario e secundario, refletindo o complexo sistema fototrofico relacionado a este
tecido. Além de proteinas relacionadas a producéo de energia (possivelmente estdo relacionadas
com o transporte de elétrons ou sintese de ATP), também foram encontradas proteinas associadas
com a defesa da planta contra doencas e variagbes ambientais. Na raiz foram identificadas
proteinas relacionadas a defesa, assim como proteinas associadas a0 metabolismo de amido,
aminoéacidos, lipidios e proteinas relacionadas a producdo de energia, como o gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase. Em relacdo as proteinas presentes nas organelas das células de arroz,
foram encontradas 464 proteinas na membrana plasmética, 141 proteinas na membrana do
vacuolo (tonoplasto), 361 proteinas da membrana do complexo de Golgi, 672 em mitocdndrias e
252 em cloroplastos (KOMATSU & TANAKA, 2004).

Apesar do grande avanco na identificagdo de proteinas presentes em tecidos e organelas
de arroz (KOMATSU et a., 2004), ainda ha pouca informagéo sobre o proteoma do endosperma
deste cerea (KOMATSU, 2006). Logo, adicionar informacfes a respeito destas proteinas é

fundamental para complementar o0 seu mapa protedmico.
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Tabela 2. Mapa protedmico disponivel em bancos de dados de arroz

Mapa Spotsdetectados”  Spotsidentificados N° de entradas
Cultura de células em suspensdo 962 245 245
Endosperma 100 37 37
Embrido 639 409 409
Crescimento 700 480 480
Raiz de plantulas 508 48 48
Folhas de plantulas 431 145 145
Laminafoliar de plantulas 679 235 200
Tao 567 186 186
Raiz de planta adulta 265 100 100
Folhas de plantas adultas 509 115 115
Laminafoliar de planta adulta 718 350 350
Antera 1080 365 365
Panicula antes de maturagdo 704 441 441
Panicula apds a maturacéo 559 361 361
Panicula uma semana ap6s o florescimento 1073 324 324
Parede celular 513 111 111
Membrana plasmatica 464 159 0
Membrana do vactolo (tonopl asto) 141 74 43
Membrana de Gol gi 361 187 44
Mitocdndria 672 369 121
Cloroplasto 252 159 66
Nucleo 549 503 503
Fracao citoplasmatica 683 352 325
Tota 13129 5755 5109

" Proteinas detectadas a partir de 2D-PAGE
Fontee KOMATSU,S. Plant proteomics Databases. Their Status in 2005. Current Bioinformatics, v.1, p.
33-36, 2006.
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5. Artigo 1. Andlise quantitativa e do padr&o em SDS-PAGE das proteinas de reserva do
arroz silvestre nativo do Brasil Oryza glumaepatula

RESUMO

As espécies silvestres de arroz sdo importantes fontes de variabilidade genética e sdo utilizadas
para o melhoramento da espécie cultivada Oryza sativa. A espécie silvestre O. glumaepatula
possui especia interesse por ser nativa do Brasil e possuir o genoma dipléide, o que torna viavel
Seu cruzamento com o arroz. Este trabalho teve como objetivo quantificar e determinar os perfis
protéicos totais e as quatro fragdes protéicas (dbumina, globulina, prolamina e gluteling)
presentes no endosperma do gréo de 29 gendtipos de O. glumaepatula. Através da andlise de
variancia para o teor de proteinatotal e fracOes protéicas, foram encontradas diferencas altamente
significativas (P<0,01) entre os gendtipos. Os teores de proteina total dos gendtipos silvestres
apresentaram amplitude de variacéo de 14,94% (gendtipo BGA14280) a 9,06% (BGA14179). As
cultivares BRS Bonanga e Primavera apresentaram valores inferiores de proteina total (8,65 e
8,70%, respectivamente). O genotipo BGA14210 destacou-se por apresentar 0 maior teor de
albumina (11,07%), enquanto o menor vaor foi de 3,33% (BGA14269). Para as cultivares
Primavera e BRS Bonanca os teores foram de 4,42 e 5,98%, respectivamente. O teor de globulina
para 0s genotipos silvestres apresentou variacdo de 14,48% (BGA14162) a 6,24% (BGA14137).
Enquanto o teor de prolamina apresentou variacdo de 8,68% (BGA14162) a 3,89% (BGA14195).
A glutelina, maior fragcdo protéica do gréo de arroz, apresentou amplitude de variagcdo de 85,40%
(BGA14269) a 72,96% (BGA14162). Ja as cultivares Primavera e BRS Bonanga apresentaram 0s
seguintes teores: globulina 9,27 e 14,42%; prolamina 6,23 e 6,13%; e glutelina 80,07 e 73,46%,
respectivamente. Os gendtipos silvestres apresentaram elevados teores de albumina e glutelina
em relacdo a O. sativa. Através da andlise de SDS-PAGE foi encontrado um padrdo diferencial
de a-glutelinas entre os gendtipos silvestres, com destaque para o genétipo BGA 14232, que ndo
apresentou um a-polipeptideo em torno de 38-37 kDa comum aos demais genétipos. As a-
glutelinas de 40 kDa foram encontradas somente para a espécie O. glumaepatula, enquanto a O.
sativa apresentou o-glutelinas de 39 kDa. As fragbes abumina, globulina e prolamina
apresentaram um perfil de bandas protéicas similares entre os gendtipos silvestres, havendo
diferenca apenas em relagdo a O. sativa. Através de cruzamentos interespecificos, os padrbes
protéicos diferenciais e os elevados teores protéicos encontrados na espécie O. glumaepatula
potencial mente poderéo ser transferidos para a O. sativa, contribuindo para o aumento do valor
protéico do gréo de cultivares de arroz do Brasil.

Palavras-Chave: Oryza glumaepatula, teor protéico, globulina, prolamina, abumina e glutelina.
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5.1INTRODUCAO

O género Oryza possui duas espécies cultivadas de arroz Oryza sativa e O. glaberrima, e 21
espécies silvestres que estdo distribuidas nas regides tropicais e subtropicais do mundo. No Brasil,
s80 encontradas quatro espécies silvestres de arroz: O. glumaepatula (AA), O. alta (CCDD), O.
grandiglumis (CCDD) e O. latifolia (CCDD), que estéo distribuidas pela América Central e outros
paises da América do Sul (OLIVEIRA et al., 1991). Entre as quatro espécies que ocorrem no
continente Americano, Oryza glumaepatula tem despertado maior interesse, especialmente no que
diz respeito a sua conservagdo e utilizagdo como reservatdrio génico por possuir o genoma diploide,
0 que torna viavel seu cruzamento com a espécie cultivada O. sativa, resultando em descendentes
fértels, aém de estar adaptada a condigdes edafocliméticas brasileiras (BRONDANI et al., 2001;
BRONDANI et al., 2005).

No Brasil apenas 10 genitores sdo responsaveis por 68% do “pool” génico das variedades
mais plantadas de arroz. Como consequéncia, este cerea atingiu o seu platdé de produtividade e o
ganho obtido pela seleco estd em declinio (RANGEL et a.,1996). Assim, a busca por materiais
geneticamente distintos, como gen6tipos exdticos (espécies silvestres e variedades tradicionais de
arroz), € imprescindivel para a ampliagdo da base genética do arroz. Neste caso, estes materiais
seriam utilizados em cruzamentos amplos com o arroz cultivado, incorporando nova variabilidade
genética, a qual seria utilizada pelo programa de melhoramento para selecéo de novas linhagens e
cultivares (BRONDANI et al., 2002). No Brasil, o desenvolvimento de linhagens interespecificas O.
sativa x O. glumaepatula iniciou em 1995 (BRONDANI et al., 2001). Nestas linhagens foram
identificadas caracteristicas de interesse agrondmico como rapido crescimento vegetativo e potencial
produtivo (BRONDANI et al., 2002). Linhagens interespecificas derivadas destes cruzamentos estdo
disponiveis para uso de programas de melhoramento do arroz no Brasil (RANGEL et al., 2007).

A andlise das proteinas expressas pelo genoma (proteoma) é uma poderosa ferramenta
molecular para 0 estudo de processos bioldgicos complexos em organelas, células, érgdo ou
tecidos (KOMATSU & KHAN, 2004). O arroz (O. sativa) é uma planta modelo nos estudos
gendmicos e protedmicos devido ao seu pequeno genoma em comparacdo aos demais cereais, e
possuir bancos de dados publicos bem estabelecidos (DEVOS & GALE, 2000). Nos ultimos

anos, tém ocorrido significativos progressos para a identificacdo e catalogacdo das proteinas
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presentes no arroz (O. sativa). Ja foram detectadas 13.129 proteinas expressas em diferentes
tecidos e organelas, das quais 5.755 foram identificadas (KOMATSU, 2006; KOMATSU et al.,
2004). InformacBes sobre o proteoma do arroz estéo disponiveis em bancos de dados como Rice

Proteome Database (http://geneb4.dna.affrc.go.jp/RPD/). Assim como as técnicas de

espectrometria de massa, a eletroforese das proteinas de reserva também é bastante utilizada para
identificar diferentes padrdes protéicos, permitindo tracar um perfil taxondmico e evolutivo entre
as especies (LUTHRA, 1999; RAO et d., 1990; DANDLANI et a., 1994 e RAN, 1996). Porém,
h& pouca informagdo nos bancos de dados sobre as proteinas de reserva do grédo de arroz
(KOMATSU, 2006).

As proteinas de reserva sd0 acumuladas em grandes quantidades durante o
desenvolvimento das sementes para permitir a germinacéo, sendo depositadas principa mente em
organelas especiais chamadas de corpos protéicos (SHEWRY & HALFORD, 2001). Como
constatado por Lumen e Chow (1995) e relatado por Kim et a., (2009), o teor de proteinatotal no
endosperma do arroz (O. sativa) varia entre 4,3 a 18,2%. Essas proteinas de reserva sdo divididas
em quatro fragcdes de acordo com as suas diferentes solubilidades: abuminas (solUveis em agua),
globulinas (soliveis em sais), prolamina (solUveis em &acool) e as glutelinas (solUveis em
solugdes &cidas ou basicas) (OSBORNE, 1924; SHOTWELL & LARKINS, 1989). Segundo
Steenson & Sathe (1995), a média de albumina no gréo de arroz polido é de 5,9%, globulina
13,8%, prolamina 5,8% e glutelina 74,5%.

A gqualidade protéica de um alimento € determinada pela composi¢éo e biodisponibilidade
de seus aminoéacidos essenciais (BRESSANI, 1991; YOUNG & PELLETT, 1994), e por este
motivo, a proteina do arroz é considerada de boa qualidade porque contém oito dos dez
aminoacidos essenciais ao homem. Comparado a outros cereais como 0 milho e o trigo, o arroz
possui ato teor do aminoacido essencia lisina, conferindo ata digestibilidade e qualidade
nutricional (NALIVKO et a., 1975; HUEBNER et al., 1990). Sem dizer, que em paises do
Sudeste Asiatico como Bangladesh, Laos, Vietnd, Mianmar e Camboja, 0 arroz € responsavel por
mais de 50% da energia e da proteina diaria (FAOSTAT, 2001). No Brasil, 0 arroz € responsavel
por 14% da energia e 10% da proteina consumidas diariamente pela populacdo (NAVES &
BASSINELLO, 2006).
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Apesar do arroz ser uma importante fonte de proteina e energia, a identificacdo de
gendtipos O. glumaepatula com ato teor protéico e o desenvolvimento de linhagens
interespecificas a partir desta espécie, podera aumentar o contelido protéico do gréo cultivado.
Este aumento terd grande impacto para a alimentagdo humana, sobretudo na dieta da popul acéo
de paises pobres.

Este trabaho teve como objetivo quantificar as proteinas totais, quantificar as fracOes
protéicas e identificar os perfis protéicos, através de eletroforese SDS-PAGE, das proteinas
presentes no endosperma da semente de 29 genétipos da espécie O. glumaepatula, provenientes
dos Estados de Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Amazonas e Roraima;
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52MATERIAL E METODOS

5.2.1 Material vegetal

As atividades de extracdo, isolamento, andlises por e etroforese em gel e as dosagens das
proteinas foram realizadas no Laboratério de Biotecnologia da Embrapa Arroz e Feijéo.

As sementes de arroz foram fornecidas pelo programa de melhoramento da Embrapa
(Figura 1), sendo utilizados 29 gendtipos silvestres de arroz Oryza glumaepatula oriundos de
coletas realizadas em cinco Estados brasileiros. Goias (GO), Mato Grosso (MT), Mato Grosso do
Sul (MS), Amazonas (AM) e Roraima (RR) (Figura 2 e Tabela 1). Os 29 gendtipos foram
utilizados para a andlise quantitativa das proteinas totais e fracGes protéicas e para a andlise
gualitativa de proteina total por eletroforese SDS-PAGE (Tabela 1). Para andlise qualitativa das
fracbes foram selecionados 12 gendtipos representativos de diferentes Estados. Como controle

foram utilizadas as cultivares sequeiras BRS Bonanca e Primavera (Tabela 1).

Figura 1. Exemplo da variabilidade de sementes de arroz com casca, sem casca e polidas de
populagdes de O. glumaepatula utilizadas neste trabal ho.
Foto: Karina Santos
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utilizadas neste trabal ho.
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5.2.2 Extracdo das proteinas totais e das fracfes protéicas para analise quantitativa

O preparo das amostras protéicas foi realizado a partir dos gréos secos, polidos, moidos e
desengordurado com acetona (P.A.), obtendo assm uma farinha seca e homogénea para o
preparo dos extratos. A extracdo sequencia das proteinas totais e das fragdes protéicas foi
realizada segundo Doll & Andersen (1981) e Turley & Ching (1986), com modificacdes, que
exploram as caracteristicas de solubilidade de cada fragdo protéica. A partir da farinha foi
possivel fazer a extracdo total e a extragdo das quatro fracBes (albumina, globulina, prolamina e
glutelina) de cada gendtipo.

Para a extracdo total foram pesadas 10mg de cada farinha em tubos de microcentrifuga e
adicionado 250pL de NaOH 0,1M. Essa misturafoi agitada por 1 hora, centrifugada (13.000 rpm
por 10 minutos) e o sobrenadante col etado.

A extracao das fracOes foi realizada de modo sequencia de acordo com a caracteristicade
cada fracdo protéica. Paraisto foram pesadas 20mg de cada farinha em tubos de microcentrifuga
e adicionados 500puL de &gua destilada para a extracéo da albumina. Em seguidafoi agitada por 1
hora, centrifugada (13.000 rpm por 5 minutos) e coletado o sobrenadante. O precipitado
resultante foi utilizado para a extracdo da fragdo em sequéncia. No mesmo tubo foi adicionado
500uL de Tris 10mM pH 7,4 contendo NaCl 0,5M para a extragdo da globulina. Esta mistura foi
agitada por 1 hora, centrifugada (13.000 rpm por 5 minutos) e coletado o sobrenadante. Ainda
sobre 0 mesmo precipitado, foi adicionado 500uL de isopropanol 60%, utilizado para a extragéo
da fracéo prolamina. Esta mistura também foi agitada por 1 hora, centrifugada 13.000 rpm por 5
minutos e o sobrenadante coletado. Por dltimo foi adicionado 500pL de NaOH 0,1M, sobre o
precipitado, agitado por 1 hora, centrifugado (13.000 rpm por 5 minutos) e depois o sobrenadante
coletado em novo tubo.

Tanto para a extracdo total quanto para a extragdo fracionada as amostras foram
submetidas a agitacdo, centrifugacéo e coleta do sobrenadante por duas vezes, a fim de extrair
uma maior quantidade de proteina. Estes procedimentos foram realizados em trés repetices
independentes para cada gendtipo, objetivando diminuir as variacGes provaveis (desvio-padréo)
de cada amostra. Ao final das extragdes as amostras foram mantidas a-20°C (Figura 3).

52



Sementes

!

Secas, descascadas,
moidas e desengorduradas
Extracéo Extracdo
Proteina Total FracCes
10mg dafarinha 20mg da farinha
tratados ¢/ 250uL tratados ¢/ 500uL
de NaOH 0,1M
H.0,
_ mmmp Albumina
Agitar Agitar
1h (2X) Centrifugar 1h(2X)
Coletar o Coletar 0 NaCI i
Centrifugar sobrenadante sobrenadante Globullna
(13.000 rpm por 5')
Agitar
1h (2X)
Centrifugar | |
sopropanol
Proteina total Coletar o e .

sobrenadante - Prolamina

Coletar o NaOH
sobrenadante Glutdina

Agitar
1h (2X)
Centrifugar

Dosagem
por Bradford

Dosagem
por Bradford

Figura 3. Fluxograma da metodologia de extracdo de proteina total e fragdes protéicas das
sementes de arroz para andlise quantitativa pelo méodo de Bradford.
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5.2.3 Dosagens de proteinas

A partir das extragdes das proteinas totais e das fracOes de cada gendtipo, as amostras foram
utilizadas para as dosagens de proteinas pelo método de Bradford (1976). As dosagens das
proteinas totais e das fragOes foram realizadas em triplicatas a partir de cada uma das trés
repetices independentes de cada gendtipo. Como padréo de comparacéo foi utilizada uma curva

de calibragso com BSA (soro albumina bovina) nas concentracdes de 2,5 a 40ug.uL ™.
5.2.4 Preparo das amostras de proteina total para analise em eetroforese SDS-PAGE

O preparo das amostras de proteinatotal para a andise qualitativaem gel de poliacrilamia
desnaturante foi realizado a partir de 20mg de farinha e 350uL de tampdo de amostra (Tris
10mmol.L™?, 1% de p-mercaptoetanol, 2% de SDS, 3% de glicerol e azul de bromofenol). Em
seguida as amostras foram fervidas por 10 minutos para a desnaturacéo e utilizadas para
eletroforese SDS-PAGE.

5.2.5 Extracao das quatro fragdes e prepar o das amostras para analise em eletroforese SDS-
PAGE

Para o preparo das amostras das fragdes foi utilizada 100mg de farinha e adicionado
500uL de solucéo Tris-HCI (pH 7.5) e ImM EDTA para a extracgo da albumina. Essa solugéo foi
agitada por 1 hora e centrifugada durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e
precipitado com 1,5mL de acetona P.A, homogeneizado por inversdo e armazenado overnight a -
20°C. Em seguida foi utilizado 500uL de solucéo Tris-HCI (pH 7.5), 1mM EDTA e 0.5M NaCl
para extrair a globulina. Essa solucéo foi agitada por 1 hora e centrifugada durante 15 minutos a
4°C. O sobrenadante foi coletado e precipitado com 1,5mL de acetona P.A, homogeneizado por
inversdo e armazenado overnight a -20°C. Ainda utilizando a mesma farinha inicia foi
acrescentado 500uL de isopropanol 60% para extrair a prolamina. Essa solugéo foi agitada por 1
hora e centrifugada durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e precipitado com

1,5mL de acetona P.A, homogeneizado por inverséo e armazenado overnight no freezer. Depois
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das fragdes serem precipitadas overnight no freezer, foram centrifugadas a 15°C por 15 minutos e
0 sobrenadante descartado. Em seguida os precipitados foram secos em aparel ho rotativo a vacuo
(speedvac), e posteriormente as fracbes protéicas albumina, globulina e prolamina foram
ressuspensas em 80uL de TrissHCl 0.125M pH 6.8, 20% de glicerol, 0.001% de azul de
bromofenol e 2% de B-mercaptoetanol. Essas amostras foram agitadas por 30 minutos e
armazenada a-20°C.

Para a extracdo da glutelinafoi utilizada 30mg de farinha desengordurada. Apdés extrair as
demais fragfes, como citado acima, foi acrescentado 700pL de tamp&o de extragdo para glutelina
(TrissHCI 50mM pH 6.8, 4% de SDS, Uréia a 8M, 5% de -mercaptoetanol e 20% de glicerol),
segundo Kawakatsu et a., (2008). Esta misturafoi agitada durante 2 horas e centrifugada durante
15 minutos & 4°C. O sobrenadante foi coletado e precipitado com 1,5mL acetona P.A,
homogeneizado por inversdo e armazenado overnight no freezer. ApGs precipitar a glutelina
overnight no freezer, esta proteina foi centrifugada a 15°C por 15 minutos e o sobrenadante
descartado. Em seguida os precipitados foram secos em aparelho rotativo a vacuo (speedvac), e
posteriormente a glutelina foi ressuspensa em tampdo de amostra (Tris 10mmol/L, 1% de B-
mercaptoetanol, 2% de SDS, 3% de glicerol e azul de bromofenol). Essa fragcdo protéica foi
agitada durante 1 hora, fervida por 10 minutos e armazenada a -20°C (Figura 4). Foram
consideras trés repeticdes de cada amostra para a determinag@o do perfil protéico dos gen6tipos
silvestres.
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Farinha de arroz
desengordurada

Adicionar 500pL de Tris-HCI
10mM(pH 7.5) +1mM de EDTA.
Agitar por 1 hora. Centrifugar a

4°C por 15
SOAbIrbenaqlmte Precipitado
(Albumina) 500uL de Tris-HCl 10mM (pH
7.5) +1mM de EDTA+ 0.5M
Acrescentar acetona p.a 100% NaCl. Agitar e cen|tr|fugar.
Sobrenadante Precipitado

500uL de Isopropanol 60%.

Deixar overnigh (Globulina)
‘ Agitar e centrifugar.

no freezer a4°C ﬂ

Acrescentar acetona p.a 100% ﬁ | .
ﬂ Sobrenadante Precipitado

. o (Prolaming) 700uL de Tris-HCI 50mM
Deixar overnight a (pH 6.8), 4% SDS, uréia8M,
4C ﬂ 5% B-mercaptoetanol e 20%
Acrescentar acetona glicerol. Agitar e centrifugar.
p.a100%

' ﬂ _ Sobrenadante Precipitado
Deixar overnight  (glutelina)
a4°C

Acrescentar acetona p.a
100%. Deixar overnight no
a4°C
| Descartar

Apbs deixar
overnight no freezer

- Adicionar, para as fracBes abumina,

Centrifugar 215° C Secar o precipitado | globulina e prolamina, 0.125M Tris-HCI

) 3 : pH 6.8 + 20% de gliceral + 0.001% azul
por 15 213.000 rpm em aparelho rotativo de bromofenol + 2% de B-mercaptoetanol.

Para as glutelinas adicionar tampdo de

avacuo
l amostra@ =T

Descartar o _ ,
sobrenadante Agitar por 30 e
armazenar em freezer

Figura 4. Fluxograma da extracao das quatro fracdes protéicas presentes no endosperma do
arroz, para posterior andise em eletroforese.
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5.2.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante SDS-PAGE

A andise do perfil protéico total e das fragdes albumina, globulina e prolamina foi
realizada em gel de poliacrilamida desnaturante SDS-PAGE em sistema de tamp&o descontinuo
segundo Laemmli (1970), tendo o gel concentrador a4,5% e o gel separador a 14%. Para a fracéo
glutelina, o gel concentrador foi preparado a 4,5% e o gel separador foi preparado a 13%. Para a
eletroforese foi utilizado o sistema Rubi SE 600 (Amersham Biosciences). Os géis foram
submetidos a el etrof orese a 80mA por cercade 3 horas. Paraa corridafoi utilizado o tamp&o Tris
(0,225M), dlicina (0,96M) e SDS (0,5%). Os géis apods a corrida foram fixados em solucéo de
metanol (50%), &cido acético (10%) e égua (40%) por 10 minutos. Em seguida foram colocados
em solucdo corante (0,05% Coomassie Brilliant Blue R250, 50% metanol, 10% &cido acético e
40% de agua) e posteriormente descorados em metanol (5%), acido acético (7%) e agua (88%).
Por ultimo foram fotografados por camera digital de 7,2 megapixels (Sony Cyber-shot DSC-
P200) e as imagens obtidas foram padronizadas no Paint Shop Pro versdo 7.01(Jasc® Software).
A partir das imagens foi possivel comparar o perfil protéico das amostras utilizando o programa
DNA Simdex3 beta release (Scott Archer and GenetX). Esse programa determina a massa
molecular de cada banda, a partir do posicionamento das bandas do marcador de baixa massa
molecular padréo (Amershan LMW Calibration Kit For SDS Electrophoresis — GE Healthcare).

5.2.7 Andlise estatistica

Através das dosagens pelo método de Bradford foram calculados os valores médios de
proteina tota e das fragbes protéicas. Com o resultado das triplicatas das repeticbes de cada
amostra, foi realizada a andlise de variancia utilizando o delineamento inteiramente casualizado,
no programa estatistico Genes (CRUZ, 2001). O teste de comparacdo de médias entre os
gendtipos silvestres e os controles foi realizado pelo méodo de Scott-Knott a 5% de
probabilidade, também utilizando o programa Genes (CRUZ, 2001). Este teste tem o objetivo de
separar as médias em grupos distintos, através da minimizacdo da variagdo dentro do grupo e
maximizacdo da variacdo entre os grupos. A partir das médias do contelido protéico (proteina
total e fragbes protéicas) de cada gendtipo, aplicou-se o método de Ward (WARD, 1963) no
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programa estatistico SAS (SAS INSTITUTE, 1995). Através deste método pode-se obter
agrupamento dos dados similares, o que possibilita observar a existéncia de algum padréo ou

grau de organizagdo dentro do conjunto de dados.
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5.3 RESULTADOSE DISCUSSAO

5.3.1 Andlise de variancia e teste de médias para os teores protéicos dos genotipos de arroz

O. glumaepatula

Este é o primeiro trabalho que descreve a determinacdo do conteldo de proteina de
reserva da espécie silvestre O. glumaepatula. Foi observada através da andlise de variancia entre
0s 29 gendtipos silvestres de arroz Oryza glumaeptaula uma diferenca altamente significativa
(P<0,01) para os teores de proteina total e para as quatro fragdes protéicas. Através do teste de
comparacdo de médias Scott-Knott, os teores de proteina total foram divididos em quatro grupos
distintos, com amplitude de variacdo de 14,94% (gendtipo silvestre BGA14280) a 9,06%
(BGA14179), apresentando média geral de 12,17% (Tabela 2). Os controles BRS Bonanca
(8,65%) e Primavera (8,70%), juntamente com os gendtipos silvestres BGA14210 (10,14%),
BGA 14232 (9,81%), BGA 14233 (9,13%) e BGA 14179 (9,06%), apresentaram 0S menores teores
de proteinatotal (Tabelas 2 e 3).

Kennedy & Burlingame (2003), a0 analisarem o teor de proteinatotal de 2.869 variedades
de arroz (2.674 Oryza sativa e 195 Oryza glaberrima), encontraram para O. sativa uma média de
8,8% com amplitude de variacdo de 4,5 a 15,9%, e para O. glaberrima a média obtida foi de
13,6% com variacdo de 10,2 a 15,9%, neste caso, proximo aos val ores encontrados para a espécie
silvestre O. glumaepatula. Juliano et al., (1968), ao analisarem o teor de proteina tota de
colecdes de germoplasma de arroz cultivado, também encontraram uma grande variagdo para o
contetdo protéico de 5 a 18%, com média de 9,5%. Cao et d., (2009) também encontraram em
variedades chinesas de arroz (O. sativa) uma ampla variaco no teor de proteina total de reserva
(7,38 215,41%).

Silveira, (2009), encontrou uma amplitude de variagdo de 20,2 a 4,4% para o contetdo de
proteina total de 550 acessos da Colecdo Nuclear Brasileira de Arroz, e propds uma divisdo do
teor protéico do gréo em: Alto (teores maiores ou iguais a 12%), medio (11,9 a 9%) e baixo
(teores menores ou iguais a 8,9%). Considerando essa divisao, entre os 29 gendtipos silvestres
avaiados neste estudo, foram encontrados 16 genétipos com alto teor de proteina total e 13

gendtipos com teor médio. Nenhum gendtipo silvestre apresentou baixo conteldo de proteina
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total. Ao contrério do que foi observado nos controles, BRS Bonanca e Primavera, que

apresentaram baixo teor de proteinatotal (Tabela 2).

Tabela 2. Relacdo dos teores de proteina total e fragbes protéicas dos 29 gendtipos de arroz
silvestre O. glumaepatula e dos controles O. sativa Primavera e BRS Bonanca.

Gendtipos Proteinatotal’ (%) Albumina' (%) Globulina®(%) Prolamina’(%) Glutdina(%)

BGA 14280 1494 a 446 ¢C 11,26 b 6,88 a 77,38¢C
BGA14187 14,89 a 583b 9,28c¢c 6,94 a 77,93 cC
BGA 14208 1453a 3,68d 7,36d 4,62b 84,33 a
BGA14197 14,22 a 3,65d 8,10d 526b 82,97 a
BGA14201 14,19 a 478 c¢c 7,25d 6,05b 81,90 b
BGA14137 14,06 a 3,60d 6,25d 542b 84,76 a
BGA 14207 13,98 a 477 c 6,62d 522b 83,37 a
BGA 14200 13,35b 6,18b 8,39¢c 508b 80,32b
BGA 14268 13,13 b 455c¢ 7,88d 591b 81,68 c¢c
BGA14204 12,92b 474c 852c 6,58 a 80,14 b
BGA14205 12,90b 4,00d 7,64d 493b 83,42 a
BGA14198 12,81b 3,98d 9,62 c 6,19b 80,20 b
BGA14202 12,60 b 3,90d 8,11d 521b 82,76 a
BGA14160 12,47b 538b 12,69 b 7,63a 74,28 c
BGA14188 12,42b 500b 11,55b 711a 76,31 c
BGA14203 12,30b 520b 9,03c 6,74 a 79,01 c
BGA 14269 11,79¢c 3,33d 6,64d 462b 85,40 a
BGA14186 11,50c 457 ¢ 10,42b 494b 80,09 b
BGA14270 11,42 ¢ 574b 9,75¢c 543b 79,07 c
BGA14162 11,05c 3,86d 14,48 a 8,68 a 72,96 d
BGA14196 11,01 ¢c 4,43 ¢ 7,89d 6,01b 81,64b
BGA 14206 10,79 c 431c 7,15d 6,38 a 82,15b
BGA14170 10,65c¢ 463cC 8,36 C 8,37a 78,64 c
BGA14199 10,50c 529b 6,74d 73la 80,64 b
BGA14195 10,28 ¢ 4,07d 9,07 c 3,88b 82,96 b
BGA14210 10,14d 11,07 a 7,18d 487b 76,86 C
BGA14232 9,81d 4,80c 11,15b 8,0la 76,04 c
BGA14233 9,13d 576b 10,71b 6,42 a 77,08 c
BGA14179 9,07d 520b 12,04 b 583b 76,93 c
Primavera 8,70d 442c 9,27 ¢ 6,23 a 80,07 b
BRS Bonanga 8,65d 598b 14,42 a 6,13 b 73,46 C

' Contelido protéico em relagio a % de proteina total por mg de farinha. As letras representam as diferencas
significativas entre as médias obtidas pe o teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 3. Andlise descritiva e resumo da andlise de variancia dos 29 genétipos silvestres de arroz
O. glumaepatula.

Média Valor maximo Valor minimo Desviopadrdo C.V GL QMR *
(%) (%) (%) (%) (%) ' -
Proteinatota 12,17 14,94 9,07 1,75 420 30 0,247244
Albumina 4,86 11,07 3,33 1,42 6,69 30 0,105021
Globulina 9,01 14,49 6,25 2,15 886 30 0,659536
Prolamina 6,09 8,68 3,89 131 10,66 30 0,419335
Glutelina 80,04 85,40 72,96 3,33 153 30 1,502009

**Significancia paraP < 0,01.

Através do teste de comparacdo de médias Scott-Knott, os teores de albumina foram
divididos em quatro grupos estatisticamente distintos e apresentaram uma média de 4,86%
(Tabela 2). O gendtipo silvestre BGA14210 destacou-se por conter 0 maior teor de abumina
(11,07%) enquanto o gendtipo BGA 14269 obteve o menor teor (3,33%). Os teores de globulina
apresentaram uma media de 9,01%, e também foram divididos em quatro grupos distintos. O
gendtipo BGA 14162 apresentou 0 maior teor de globulina (14,48%) enquanto o BGA 14137 (ou
RS-16) apresentou 0 menor (6,24%). Ja os teores de prolamina foram divididos em dois grupos
estatisticamente distintos e apresentaram média de 6,09%. A amplitude de variacdo para esta
proteina foi de 8,68% (BGA14162) a 3,89% (BGA14195). A média geral de glutelina foi de
80,04%, apresentando variagdo de 85,40% (BGA14269) a 72,96% (BGA14162), e os valores
foram divididos em quatro grupos estati sticamente distintos.

Ja cultivares Primavera e BRS Bonanca apresentaram os seguintes teores: albumina 4,42 e
5,98%; globulina 9,27 e 14,42%; prolamina 6,23 e 6,13%; e glutelina 80,07 e 73,46%,
respectivamente. Os teores mais elevados de albumina, prolamina e glutelina foram encontrados
para a especie O. glumaepatula. N&o houve diferenca significativa entre os maiores teores de
globulina presente no silvestre BGA 14162 e na cultivar BRS Bonanga (Tabelas 2 e 3).

Agboola et a., (2005), caracterizaram variedades australianas de arroz O. sativa e
encontraram uma média de 15% de globulina, 6% de abumina, 3% de prolamina e 76% de
glutelina. Esses autores também identificaram a glutelina como fragdo predominante no
endosperma, seguida, na ordem, por globulina, abumina e prolamina. Cao et a., (2009)
encontraram para fracéo albumina teores de 6,24 a 9,73%, globulina de 5,98 a 7,48%, prolamina

de 5,53 a6,91%, e para a glutelina teores de 74,95 a 78,76% para variedades chinesas de arroz O.
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sativa. Chandi & Sogi (2006), também encontraram nas variedades de arroz O. sativa Basmati
386 e HBC 19, teores elevados de albumina a 11% e 16%, enquanto a globulina apresentou 10%
e 13%, prolamina 4%, e para glutelina, 75% e 67%, respectivamente.

No presente trabalho os teores protéicos de O. glumaepatula ficaram dentro da variacéo
observada para a espécie cultivada de arroz. No entanto, alguns genotipos apresentaram teores
protéicos relativamente elevados, como para 0 gendtipo BGA 14280, que apresentou 14,94% de
proteina total. Embora o gendtipo BGA 14210 tenha apresentado uns dos menores teores de
proteinatotal, apresentou elevado teor de albumina (11,07%) (Tabela 2). Segundo Taira (1995) e
Sgarbieri (1996), a dbumina é a fracdo protéica do arroz que possui maior teor de lisina. Este
aminoacido possui ata digestibilidade e como consequéncia ata qualidade nutricional
(NALIVKO et a., 1975; HUEBNER et a., 1990; OGAWA et a.,1987; TANAKA et a., 1975;
TANAKA et d., 1980). Deste modo, o genétipo BGA 14210 pode ter um grande potencia para o
aprimoramento nutricional do arroz cultivado, através de sua utilizagdo como genitor em

programas de melhoramento genético do arroz.

5.3.2 AndlisedeWard

O método de Ward foi adotado neste trabalho para verificar se existe uma relagdo entre os
teores protéicos (proteina total e fragdes protéicas) e a Unidade de Federacdo de origem. Atraves
deste método pode-se obter agrupamento dos dados similares, o que possibilita observar a
existéncia de algum padr&o ou grau de organizacdo dentro do conjunto de dados. Foi observada a
formac&o de dois principais grupos A e B. O grupo A foi formado por sete gen6tipos oriundos
dos Estados de Roraima, Goias, Amazonas e Mato Grosso do Sul. O grupo B foi formado por 22
gendtipos encontrados nos Estados de Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Amazonas e
Roraima (Figura 5 e Tabela 1). O coeficiente de aglomeragdo do grupo A ficou entre 0,175 e
0,200, enquanto para o grupo B o coeficiente ficou entre 0,100 e 0,125.

Assim, pode-se inferir que entre os setes gendtipos do grupo A houve maior distancia de
aglomeramento, devido a inclusdo de gendtipos com conteido protéico diferenciado, como o
gendtipo BGA14210, o qua possui elevado teor de albumina. Os demais gendtipos foram

agrupados em B, apresentando menor disténcia de aglomeramento e maior proximidade dos
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conteddos protéicos (Figura 5 e Tabela 1). Alguns gendtipos de Roraima com teores protéicos
similares, e com coeficiente de aglomeracdo igual a zero, ficaram dentro de um mesmo subgrupo,
como 0 BGA14206 e o BGA14196 (Figura 5 e Tabela 1). Porém, essa tendéncia ndo se repetiu
para todos os gendtipos de Roraima, como para o gendtipo BGA 14207, que teve o conteldo
protéico mais proximo ao genétipo BGA14137, oriundo do Amazonas. De modo similar, os
gendtipos BGA14160 e o BGA14188 possuem teores protéicos bastante proximos e origens
distintas (Amazonas e Mato Grosso do Sul, respectivamente) (Figura5 e Tabela l).

Deste modo, néo houve uma tendéncia de agrupar os acessos de acordo como seus teores
protéicos totais e fraces por local de origem. Isso demonstra a grande variabilidade desta espécie
de arroz silvetre nativa do Brasil.
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5.3.3 Andlise qualitativa por eetroforese SDS-PAGE das proteinas totais dos 29 gendtipos

dearroz O. glumaepatula

A glutelina é a fragdo protéica predominante no endosperma do arroz (aproximadamente
80%) (TAKAIWA et a., 1991). As glutelinas sdo divididas em a-glutelinas ou glutelinas écidas e
B-glutelinas ou glutelinas bésicas. As a-glutelinas possuem massa molecular em torno de 37 kDa,
enquanto as B-glutelinas possuem massa molecular em torno de 20 kDa (YAMAGATA et d.,
1982; FURUTA et a., 1986; KRISHNAN & OKITA, 1986; KATSUDE-TANAKA et a.; 2004).
Jahan et a.,(2001) analisou através de SDS-PAGE as proteinas totais da espécie O. sativa, e
dividiu as a-glutelinas de acordo com a massa molecular em: glutelinas a-1 (39 kDa), a-2 (38
kDa), a-3 (37,5 kDa a 37 kDa) e a-4 (34 - 33kDa). As B-glutelinas foram dividas em B-1 (23
kDa), -2 (22.5 kDa) e -3 (22 kDa). Segundo a divisdo de Jahan et al., (2001), neste trabalho os
gendtipos silvestres apresentaram em SDS-PAGE diferentes a-glutelinas estando presente as
glutelinas a-1, a-2, a-3 e a-glutelinas de 40, 36 e 35 kDa que ndo foram enquadradas na diviséo
destes autores.

As cultivares BRS Bonanca e Primavera apresentaram glutelinas a-1, a-3 e a-glutelinas
de 35 kDa (Figuras 6, 8, 9 e Tabela 4). Todos 0s gendtipos silvestres apresentaram glutelinas a-2
e a-glutelinas de 40 kDa, excetuando o gendtipo BGA 14232 que ndo apresentou glutelinas a-2 e
a-3, e por isso apresentou um perfil de a-polipeptideos diferencial (Figuras 6, 7 e Tabela 4). Por
outro lado, este gendtipo apresentou glutelina o-1 presente também nos gendtipos silvestres
BGA14202, BGA14195 e BGA 14201, e nas cultivares BRS Bonancga e Primavera. As glutelinas
a-3 estiveram presentes em dezessete gendtipos O. glumaepatula, assim como nas 2 cultivares O.
sativa (Figuras 6, 8, 9 e Tabela 4). Apenas sete gendtipos apresentaram a-glutelinas de 36 kDa,
enguanto os demais apresentaram a-glutelinas de 35 kDa, excetuando os gendtipos BGA 14137,
BGA 14208 e BGA 14203, que ndo apresentaram essas a-glutelinas de 35 e 36 kDa (Figuras 6, 8,
9eTabela4).

As cultivares BRS Bonanca e Primavera, juntamente com doze gendtipos silvestres,
apresentaram trés bandas a-glutelinas. Porém, oito desses doze gendtipos silvestres apresentaram
aterceira banda de a-glutelina com uma forte intensidade, o que pode ter dificultado a separacéo

e visualizacdo de uma provavel quarta banda de a-glutelina. O preparo de tampdo de amostra

65



com uma maior concentracdo de -mercaptoetanol poderia promover uma gquebra mais eficiente
das pontes de dissulfeto entre os a-polipeptideos, e assim permitir uma melhor resolucdo das
bandas de o-glutelina. Os demais gendtipos silvestres apresentaram nitidamente quatro a-
glutelinas (Figuras 6, 8, 9 e Tabela 4).

A espécie O. glumaepatula apresentou um a-polipeptideo diferencia de 40 kDa que ndo
foi encontrado para as cultivares BRS Bonanga e Primavera (Figura 6). As B-glutelinas
apresentaram baixa resolucdo nos géis e ndo foi possivel separélas. No entanto, a sua massa
molecular ficou em torno de 21 a 19 kDa, para 0s gendtipos silvestres e as cultivares de arroz,
sendo esses valores proximos, porém inferiores ao relatado por Jahan et al., (2001). Além da
visualizacdo das a-glutelinas e B-glutelinas, através dos géis de proteina total, foi possivel
observar proteinas com massa molecular em torno de 60 kDa, que provavelmente estéo
relacionadas a sintese de amido, e sdo denominadas de proteina WAXY (Figuras 6, 8 e 9)
(KAWAKATSU et al., 2008).

Borght et d., (2006) encontraram em variedades de arroz O. sativa a-glutelinas com
massa molecular em torno de 32 kDa e B-glutelinas em torno de 25 kDa. Para a espécie O.
glumaepatula as a-glutelinas com massa molecular em torno de 30 a 32 kDa estdo ausentes ou
apresentaram baixa concentragdo, e por isso ndo foi possivel visuaizélas (Figuras 6, 8 e 9).
Contudo, outros trabalhos relataram para o arroz O. sativa a presenca de a-glutelinas com massa
molecular de 30 a 39 kDa, e B-glutelinas com massa molecular de 19 a 25 kDa (JULIANO, 1985;
KAGAWA et d., 1988; KISHIMOTO et d., 1999; SHIH, 2004). Para a O. glumaepatula foram
encontradas a-glutelinas com massa molecular de 35 a 40 kDa estando préximo a amplitude de
variacdo observada por estes autores para a espécie O. sativa. Ashida et al., (2006) analisou as
cultivares japonicas Koshohikari e Nihonmasari por eletroforese SDS-PAGE, e também
encontrou a-glutelinas com massa molecular de 39 e 37 kDa, e B-glutelinas com massa molecular
de 23 e 22 kDa. A massa molecular destas p-glutelinas foram superiores, porém proximas a
encontrada para a especie O. glumaepatula.

As a-glutelinas e B-glutelinas para espécie O. glumaepatula apresentaram polipeptideos
com massa molecular proximas as encontradas para a espécie O. sativa. No entanto, as a-
glutelinas de 40 kDa foram mais comumente expressas na especie O. glumaepatula. Segundo

Khan et al., (2008), essas diferencas nos perfis de glutelina podem estar associadas a diferentes
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pressdes evolutivas e diferentes fungdes citoldgicas, como a eficiéncia no armazenamento de
nitrogénio e carbono.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 KkbDa

97.0
66.0
Proteina
WAXY
45.0
a-gluteli na{
30.0
B-glutelina { 20.1
14.4

Figura 6. Eletroforese SDS-PAGE de proteina total extraido das sementes dos gendtipos silvestres de
arroz O. glumaepatula e das cultivares O. sativa BRS Bonanca e Primavera. Linha 1: BGA 14233, linha
2: BGA14232, linha 3: BGA14280, linha 4: BGA14160, linha 5: BGA14162, linha 6: BGA14170,
linha 7. BGA14179, linha 8. BGA14186, linha 9: BGA14187, linhal0: Marcador de baixa massa
molecular padréo (GE Healthcare), linha 11: BGA 14188, linha 12: BRS Bonanca e linha 13: Primavera.
Os controles foram destacados em vermelho. A seta indica um perfil diferencial com a auséncia das o-
glutelina a-2 e 0-3. A banda correspondente a proteina Waxy esta indicada no gel. Gel de poliacrilamida
desnaturante a 14%, corado com Coomassie Blue R250.

a-glutelina

Figura 7. Imagem comparativa da andlise eetroforética de proteina total entre trés genétipos de O.
glumaepatula e a espécie O. sativa (destacada em vermelho). A seta indica um perfil diferencia com a
auséncia das o-glutelinas o-2 e a-3. Regido ampliada extraida da figura 6. Linha 1: BGA14232; linha 2:
BGA14162, linha 3: BGA14170 e linha 4: Primavera. Gel de poliacrilamida desnaturante SDS-PAGE a
14%, corado com Coomassie Blue R250.
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Figura 8. Eletroforese SDS-PAGE de proteina total extraida das sementes dos genotipos
silvestres de arroz O. glumaepatula. Linha 1. BGA14268; linha 2. BGA14204; linha 3:
BGA14203; linha 4: BGA14197; linha 5: BGA14200; linha 6: marcador de baixa massa
molecular padréo (GE Hedthcare); linha 7: BGA14210; linha 8: BGA14207; linha 9:
BGA14208; linha 10: BGA14137. As setas indicam a intensa banda de a-polipeptideos. A banda
correspondente a proteina Waxy esté indicada no gel. Gel de poliacrilamida desnaturante a 14%,
corado com Coomassi e Blue R250.
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Figura 9. Eletroforese SDS-PAGE de proteina total extraida das sementes dos genotipos
silvestres de arroz O. glumaepatula. Linha 1. BGA14270; linha 2. BGA14202; linha 3:
BGA14195; linha 4: BGA 14198; linha 5. marcador de baixa massa molecular padréo (GE
Hedlthcare); linha 6: BGA14199; linha 7: BGA14206; linha 8 BGA14201; linha 9:
BGA14269; linha 10: BGA14196; linha 11: BGA14205. As setas indicam a intensa banda de o-
polipeptidenos. A banda correspondente a proteina Waxy esta indicada no gel. Gel de
poliacrilamida desnaturante a 14%, corado com Coomassie Blue R250.
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Tabela 4. Relacdo das a-glutelinas de diferentes massas moleculares de 29 gendtipos silvestres
de arroz O. glumaepatula e dos controles O. sativa Primavera e BRS Bonanca.

Gendtipos 40 kDa 39 kDa 38 kDa 37 kDa 36 kDa 35kDa
BGA14233 + - + + - +
BGA14232 + + - - - +
BGA14280 + - + + - +
BGA14160 + - + + - +
BGA14162 + - + + - +
BGA14170 + - + + - +
BG114179 + - + + - +
BG114186 + - + + - +
BGA14187 + - + + - +
BGA14188 + - + + - +
BGA14268 + - + - + -
BGA14204 + - + + +

BGA14203 + - + + - -
BGA14197 + - + + + -
BGA14200 + - + + + -
BGA14210 + - + + + -
BGA14207 + - + + + -
BGA 14208 + - + + - -
BGA14137 + - + + - -
BGA14270 + - + - + -
BGA 14202 + + + - - +
BGA14195 + + + - - +
BGA14198 + - + - - +
BGA14199 + - + - - +
BGA 14206 + - + - - +
BGA14201 + + + - - +
BGA14269 + - + - - +
BGA14196 + - + - - +
BGA 14205 + - + - - +
Primavera - + - + - +
BRS Bonanca + - + - +

Bandas presentes. +
Bandas ausentes: -
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5.3.4 Andlise qualitativa por eletroforese SDS-PAGE das fracdes protéicas de 12 gendtipos

representativos de O. glumaepatula

A técnica de SDS-PAGE é um poderoso método analitico para estimar a massa molecular
e avaiar a pureza da molécula de proteina (KHAN et al., 2008). Assim, através desta técnica a
fracdo albumina dos gendtipos de O. glumaepatula apresentaram proteinas de adta (97 a 52 kDa),
média (41 a 30 kDa) e baixa (25 a 15 kDa) massa molecular (Figura 10) . Entre esses gendtipos o
perfil da fracdo abumina foi bastante similar, apresentando diferengas quando comparado a
espécie O. sativa. Os gendtipos silvestres apresentaram uma banda intensa com massa molecular
em torno de 18 kDa, enquanto as cultivares Primavera e BRS Bonanga ndo apresentaram essas
proteinas ou entéo, apresentaram baixa concentracéo e ndo foram visualizadas (Figura 10).

O perfil das globulinas foi similar entre os genétipos silvestres de arroz e as variedades
cultivadas, havendo diferenca apenas na intensidade das bandas entre os diferentes gendtipos, o
gue pode indicar uma expressdo diferencial para essas proteinas. As globulinas também
apresentaram proteinas de ata (98 a 52 kDa), média (41 a 30 kDa) e baixa (25 a 15 kDa) massa
molecular (Figura 11). Além disso, aguns gendtipos apresentaram bandas bastante intensas na
faixa de 25 kDa. Cagampang et a., (1976) encontraram para a fracdo globulina bandas mais
intensas em torno de 20 kDa, e bandas com massa molecular variando de 110 kDaa 7,9 kDa para
a O. sativa. Chandi & Sogi (2007) também encontraram para O. sativa uma grande variagdo de
massa molecular para as fragdes abumina e globulina. Estes autores encontraram para abumina
proteinas com massa molecular de 96 a 24 kDa, e para as globulinas a variacdo foi de 118 a 23
kDa.

A prolamina apresentou um padréo similar de bandas entre os gendtipos silvestres e as
cultivares de arroz, sendo caracterizada por proteinas de baixa massa molecular (18 a 15 kDa)
(Figura 12). Porém, foram observadas diferencas na intensidade das bandas indicando diferencas
na expressdo destas proteinas (Figura 12). Borght et a., (2006) encontraram prolaminas com
massa molecular entre 16 e 10 kDa, esses valores foram proximos aos observadas nos doze
gendtipos de O. glumaepatula. Ja Chandi & Sogi (2007), encontraram prolaminas um pouco
maiores, apresentando massa molecular de 28 a 24 kDa, que ndo foram observadas neste estudo.
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As diferencas de massa molecular entre as fragfes proté cas encontradas neste trabalho e
na literatura podem estar relacionadas com variacdes genotipicas, modificacdes pds-traducionais
dessas proteinas de reserva, além de possiveis variacbes metodol 6gicas e ambientais.

Através dos géis para a andlise da fracdo glutelina foi possivel identificar, para os
gendtipos BGA 14268 e BGA 14208, a-glutelinas com massa molecular em torno de 34 kDa que
ndo foram separadas nos géis de proteina total (Figura 8 e 13). Os genGtipos BGA14197 e
BGA 14207, no gel de proteina total, apresentaram quatro a-glutelinas sendo a dltima banda com
massa molecular de 36 kDa. No entanto, a visualizaco desta quarta banda ndo foi nitida (Figura
8). Atraveés dos géis da fragdo glutelina foi possivel observar nitidamente a presenca das quatra
bandas de a-glutelina, sendo que a Ultima banda, que antes havia apresentado massa molecular
em torno de 36 kDa, no gel de glutelina apresentou massa molecular em torno de 35-34 kDa
(Figura 13). Essa variagdo na massa molecular pode estar relacionada com a diferenca de
metodologia para extracdo da proteina total e da fragdo glutelina. O tampé&o para a extracdo da
glutelina, por possuir maior concentracdo de B-mercaptoetanol, mostrou-se mais eficiente para a
guebra das pontes dissulfeto e por isso separou melhor 0s a-polipeptideos.

As cultivares também apresentaram uma quarta banda de o-glutelina, a qual ndo havia
sido observada nos géis de proteina total, com massa molecular em torno de 34 kDa e
denominada por Jahan et al., (2001) de glutelina o-4. Os demais genétipos silvestres
apresentaram glutelinas com massa molecular proximas as encontradas nos gé's de proteina total,
com variagdo de 40 a 34 kDa para as a-glutelinas, e 21 a 19 kDa para as B-glutelinas (Figura 13).

Entre as espécies e entre os gendtipos foram encontradas variacBes de a-glutelinas.
Acessos de O. glumaepatula apresentaram a-glutelina de 40 kDa, a qual ndo foi encontrada para
as duas cultivares de O. sativa. O gen6tipo BGA 14232 néo apresentou a-glutelinas de 38 e 37
kDa comuns aos demais gendtipos, como ja havia sido observado nos géis de proteina total
(Figura14).

As a-glutelinas sdo codificados por uma pegquena familia de multigenes, as quais podem
ser classificadas em 2 subfamilias. Glutelina tipo A (GluA) e glutelina tipo B (GluB). Essas
glutelinas sdo tipicas da espécie O. sativa japonica e sd0 compostas por seis subunidades
maiores. GluAl, GluA2, GIuA3, GluB1, GluB2 e GluB4; e trés menores. GluB43, GluB22 e
GluB42 (KATSUBE-TANAKA et a., 2004). A subfamilia GluB possui melhor qualidade
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nutriciona (20% a mais de lisina) comparada a GIuA (TAKAIWA et da., 1991). No trabaho de
Khan et ., (2008) foram analisadas através de 2D-PAGE as glutelinas das espécies de arroz O.
sativa (genoma AA), O. nivara (AA), O. rufipogon (AA), O. glaberrima (AA), O. barthii (AA),
O. meridionalis (AA), O. punctata (BB), O. punctata (BBCC) O. latifolia (CCDD), O. alta
(CCDD), O. grandiglumis (CCDD), O. brachyantha (FF) e O. longiglumis (HHJJ), e em gerd,
foram encontrados padrfes diferenciais nos mapas constituidos pelo conjunto de spots de
glutelinas de cada espécie. A maior variabilidade de o-glutelinas esteve presente em espécies
silvestres de arroz, sobretudo aquel as que ndo possuiam o0 genomaAA.

Os resultados encontrados por estes autores demonstraram a grande diversidade de a-
glutelinas para espécies silvestres do género Oryza, melhor qualidade nutricional por
apresentarem maiores teores de lisina comparada a O. sativa, e a potencial contribuicéo desses
gendtipos silvestres para o melhoramento da qualidade nutricional do arroz cultivado. No
presente trabalho também foi encontrada grande diversidade de a-glutelinas para espécie O.
glumaepatula, e por isso foi proposta uma nova classificagéo para as a-glutelinas: glutelinas a-1
de 40 kDa, a-2 de 39 kDa, a-3 de 38 kDa, a-4 de 37 kDa, -5 de 36 kDa e a-6 de 35 ou 34 kDa

Essa grande diversidade de a-glutelinas sugere a importéncia da espécie silvestre O.
glumaepatula como fonte de aminoécidos de maior valor nutricional que poderia ser transferido

para o arroz cultivado, através de cruzamentos interespecificos.
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Figura 10. Eletroforese SDS-PAGE da fragcdo albumina extraida da semente de arroz O.
glumaepatula e O. sativa. Linha 1. BGA14280; linha 2: BGA14232; linha 3: BGA14233; linha
4. BGA14160; linha 5. BGA14197; linha 6: BGA14170, linha 7: BRS Bonanca; linha 8:
Primavera, linha 9: Marcador de baixa massa molecular padréo (GE Healthcare); linha 10:
BGA14179; linha 11: BGA14268; linha 12: BGA14208; linha 13: BGA14207; linha 14:
BGA14162; linha 15: BGA14187. A seta preta indica a forte intensidade das bandas protéicas
com massa molecular em torno de 18 kDa. A seta vermelhaindica a diferenca entre as espécies,
com a auséncia ou baixa intensidade das proteinas de 18 kDa paraa O. sativa. Os controles foram
destacados em vermelho. Gel de poliacrilamida desnaturante a 14%, corado com Coomassie Blue
R250.
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Figura 11. Eletroforese SDS-PAGE da fracdo globulina extraida da semente de arroz O.
glumaepatula e O. sativa. Linha 1. BGA14233; linha 2: Primavera; linha 3: BRS Bonanga;
linha 4. BGA14162; linha 5: Marcador de baixa massa molecular padréo (GE Healthcare);
linha 6: BGA14280; linha 7: BGA14232 linha 8: BGA14160; linha 9: BGA14170, linha 10:
BGA14179; linha 11: BGA14268; linha 12: BGA14187; linha 13. BGA14208; linha 14:
BGA14197; linha 15: BGA14207. A seta indica a forte intensidade das bandas protéicas com
massa molecular de 25 kDa presentes em ambas as espécies. Os controles foram destacados em

vermelho. Gel de poliacrilamida desnaturante a 14%, corado com Coomassie Blue R250.
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Figura 12. Eletroforese SDS-PAGE da fracdo prolamina extraida da semente de arroz O.
glumaepatula e O. sativa. Linha 1. Primavera; linha 2. BRS Bonanga; linha 3: BGA14170;
linha 4: BGA14179; linha 5: BGA14280; linha 6: BGA14233; linha 7. marcador de baixa
massa molecular padrédo (GE Healthcare); linha 8: BGA14160; linha 9: BGA14162; linha 10:
BGA14268; linha 11: BGA14207; linha 12: BGA14232; linha 13: BGA14208; linhal4:
BGA14197; linha 15: BGA14187. Os controles foram destacados em vermelho. Gel de
poliacrilamida desnaturante a 14%, corado com Coomassie Blue R250.
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Figura 13. Eletroforese SDS-PAGE da fraco glutelina extraida da semente de arroz O. glumaepatula e
O. sativa. Linha 1: BRS Bonanca; linha 2: Primavera ;linha 3: BGA14280; linha 4: marcador de baixa
massa molecular padréo (GE Healthcare); linha 5: BGA14232; linha 6: BGA14233; linha 7: BGA14160;
linha 8 BGA14208; linha 9: BGA14162; linha 10: BGA14170; linha 11: BGA14179; linha 12
BGA14187; linha 13: BGA14268; linha 14: BGA14197; linha 15: BGA14207. A seta preta indica um
perfil diferencial com a auséncia de um a-polipetideo. As setas brancas indicam a presenca de a-glutelina
com massa molecular em torno de 35 e 34 kDa que néo foram visualizadas no gel de proteina total. Os
controles foram destacados em vermelho. Gel de poliacrilamida desnaturante a 13%, corado com
Coomassie Blue R250.

a-glutelina

Figura 14. Imagem comparativa da analise eetroforética da fracdo glutelina entre cinco gendtipos O.
glumaepatula e a espécie O. sativa (destacada em vermelho). A seta preta indica a auséncia de uma banda
de proteina comum aos outros genétipos. Regido ampliada extraida da figura 13. Linha 1: Primavera;
linha 2: BGA14280; linha 3: BGA14232, linha 4: BGA14187; linha 5: BGA14268; linha 6:
BGA14197. Gel de poliacrilamida desnaturante SDS-PAGE a 13%, corado com Coomassie Blue R250.
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5.4 CONCLUSOES

1. Os maiores teores de proteina total e fracGes protéicas foram encontrados em acessos da
espécie silvestre de arroz O. glumaepatula em relagdo a espécie cultivada O. sativa.

2. As diferencas nos perfis protéicos encontrados entre as espécies O. sativa e O.
glumaepatula podem estar relacionadas com variacbes genotipicas e modificactes pds-
traducionais.

3. Os maiores teores protéicos e as diferencas nos perfis protéicos encontrados na espécie O.
glumaepatula reforcam a importancia da utilizacdo desta espécie como fonte de
variabilidade genética em cruzamentos interespecificos com a espécie O. sativa visando 0
aumento do contetido protéico do arroz.
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6. ARTIGO 2: Andlise quantitativa e de SDS-PAGE das proteinas de reserva de linhagens
inter especificas Oryza sativa x Oryza glumaepatula.

RESUMO

A espécie silvestre Oryza glumaepatula ocorre no Brasil, e desde 1995 vemn sendo utilizada para
transferir genes Utels para o arroz cultivado O. sativa por meio de cruzamentos interespecificos.
Este trabalho teve como objetivo quantificar e determinar os perfis protéicos totais e das fragbes
protéicas presentes no endosperma do grdo de 70 linhagens desenvolvidas a partir dos
cruzamentos i nterespecificos Oryza sativa BG90-2 x O. glumaepatula RS-16 e O. sativa CICA-8
x O. glumaepatula RS-16. Através da andlise de variancia para o teor de proteina total e fragdes
protéicas foram encontradas diferencas altamente significativas (P<0,01) entre os genotipos.
Entre os cruzamentos foram encontradas cinco linhagens interespecificas com maior conteido de
proteina total, cujo teor médio foi de 10,95%, sendo significativamente superior aos parentais
BG90-2 (10,0%) e CICA-8 (9,61%). O parental silvestre RS-16 destacou-se por apresentar o
maior teor de proteina total (14,06%). Algumas linhagens interespecificas apresentaram valores
superiores das fracOes protéicas quando comparadas aos parentais, exceto para a fragéo gluteling,
onde o parental slvestre RS-16 apresentou altos teores juntamente com seis linhagens
interespecificas. A fracdo prolamina foi a que apresentou maior aumento nas linhagens, cerca de
100%, em relacdo ao parenta CICA-8, seguida da globulina, com aumento de 89% em relacéo ao
RS-16, a albumina com aumento de 84% em relacdo aos parentais CICA-8 e RS-16, e aglutelina
com aumento de 6% em relacéo ao BG90-2. Através da andlise de SDS-PAGE foi encontrado um
perfil de proteina total similar entre as linhagens interespecificas e os parentais. A espécie
silvestre apresentou um perfil protéico diferenciado para as fragcbes abumina, globulina e
prolamina. Para todos os gendtipos, a fragdo glutelina apresentou 0s quatro principas o-
polipeptideos, com variagdo de massa molecular de 40 a 34 kDa. Apenas 0 RS-16 apresentou o-
glutelinas de 40 kDa, enquanto os demais genotipos apresentaram a-glutelinas de 39 kDa. Estes
resultados inéditos, juntamente com resultados anteriores que apontaram linhagens
interespecificas com maior potencial produtivo, indicam que cruzamentos O. sativa x O.
glumaepatula poderdo gerar cultivares de arroz com maior teor protéico e mais produtivas.

Palavras-Chave: O. glumaepatula, cruzamento interespecifico, proteina de reserva.
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6.1 INTRODUCAO

O arroz é consumido por cerca de 60% da populacdo mundial e em paises em
desenvolvimento € a principal fonte de proteinas e carboidratos (KAWAKATSU et al., 2008).
Alguns cereais possuem proteinas com importantes propriedades funcionais e nutricionais
(DHINGRA & JOOD, 2002). O arroz possui um perfil de aminoéacidos essenciais mais adequado
guando comparado a outros cereais, como 0 milho e o trigo, por possuir ato teor do aminoécido
essencid lisina, alta digestibilidade e consequentemente alta qualidade nutricional (NALIVKO et
al., 1975; HUEBNER et al., 1990).

O gréo de arroz é composto basicamente por amido e proteina. Grande parte das proteinas
do grdo sdo proteinas de reserva (LASZTITY, 1996; CAGAMPANG et al., 1966). As plantas
acumulam as proteinas de reserva como fonte de aminoédcidos para possibilitar o
desenvolvimento da semente e permitir a germinagcdo (CHRISPEELS 1985, SHOTWELL &
LARKINS 1988). As proteinas de reserva do arroz séo divididas em quatro grupos principais de
acordo com suas diferentes solubilidades: albuminas (sollvels em agua), globulinas (sollveis em
sais), prolamina (sollveis em &cool) e as gluteinas (solUveis em solugdes &cidas ou béasicas)
(OSBORNE, 1924; SHOTWELL & LARKINS, 1989). Para proteger estas proteinas de serem
degradadas existem estruturas especiais, denominadas de corpos protéicos | e Il, onde as
proteinas de reserva ficam armazenadas. No arroz, a glutelina e a globulina sdo sintetizadas no
reticulo endoplasmatico e armazenadas nos corpos protéicos Il (protein body 11) (YAMAGATA
& TANAKA, 1986; FUTURA et al.; 1986). Ja as prolaminas ficam armazenadas no reticulo
endoplasmético rugoso em estruturas especiais, denominadas de corpos protéicos | (protein body
1) (TAKAIWA et al., 1999).

Em geral, o teor de proteina total do gréo de arroz (O. sativa) € em torno de 7% (SHIH,
2004; VANNUCCHI et a., 1990). No entanto, existe uma grande variacdo deste contelido
protéico entre as diferentes variedades de arroz. Lumen & Chow (1995), por exemplo,
encontraram teores protéicos com variagdo de 4,3 a 18,2% paraa O. sativa. Essa grande variagéo
€ influenciada tanto pelas diferencas genotipicas quanto pelas variagdes ambientais como
radiacdo solar e temperatura, que interferem no crescimento e no conteldo protéico do
endosperma (JULIANO & BECHTEL, 1985). Steenson & Sathe (1995) quantificaram as fragOes
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protéicas € encontraram valores em torno de 5,9% de albumina, 13,8% de globulina, 5,8% de
prolamina e 74,5% de glutelina. A maior fracdo do arroz € a gluteling, perfazendo cerca de 70 a
80% da proteinatotal do gréo, e apresenta teores mais elevados de lisinaem relacdo a globulina e
a prolamina (TAIRA, 1995; SGARBIERI, 1996), o qual € o amino&cido mais limitante nos
cereals.

Nos ultimos anos grande énfase tem sido dada a realizagdo de cruzamentos entre o arroz
cultivado e espécies silvestres, objetivando ampliar a base genética do arroz, e com isto
desenvolver gendtipos com maior desempenho agrondmico (BRAR et al., 1996; JENA et d.,
1990; MULTANI et a., 1994; MAHMOUD et al., 2008). As espécies silvestres sao importantes
reservatorios génicos e desempenham um papel fundamental na melhoria das espécies cultivadas,
contribuindo com genes para resisténcia a estresses bidticos e abiéticos (MORISHIMA et al.,
2001; AMMIRAJU et al., 2006). Como exemplos incluem o gene de resisténcia ao virus tungro
da espécie Oryza nivara para o arroz cultivado, e genes de resisténcia a bacterioses a partir de O.
longistaminata transferidos também para o arroz (BRAR & KHUSH, 1997). Resultados
favoraveis em relacdo a qualidade nutricional do gréo também foram observados a partir de
linhagens interespecificas de arroz, como relatado por Mahmoud et a., (2008), que obtiveram
aumento do conteldo protéico em linhagens desenvolvidas a partir do cruzamento O. nivara x O.
sativa.

O Brasil é um dos poucos paises que ainda dispdem de populacdes extensivas de
germoplasma silvestre em condi¢des naturais, como na Amazonia e no Pantanal Matogrossense,
isoladas de cultivos comerciais, e sem aintrogressdo de aelos da espécie cultivada (RANGEL et
al., 1996). Dentre as espécies silvestres, existem quatro americanas. O. glumaepatula (AA), O.
alta (CCDD), O. grandiglumis (CCDD) e O. latifolia (CCDD), que estéo distribuidas do México
até o norte da Argentina. Todas existem no Brasil e sdo hidrofilas (OLIVEIRA et al., 1991).
Destas espécies que ocorrem no continente Americano, Oryza glumaepatula tem despertado
maior interesse, especiadmente no que diz respeito a sua conservacdo e utilizagdo como
reservatorio génico, por possuir o genoma dipldide, o que torna viavel seu cruzamento com a
espécie cultivada O. sativa, resultando em descendentes férteis, além de estar adaptada a
condicdes edafocliméticas brasileiras (BRONDANI et al., 2001; BRONDANI et a., 2005). O

desenvolvimento de linhagens interespecificas O. sativa x O. glumaepatula iniciou em 1995 no
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Brasil (BRONDANI et a., 2001). Nestas linhagens foram encontradas caracteristicas de interesse
agrondmico como rpido crescimento vegetativo e maior potencial produtivo (BRONDANI et al.,
2002).

O objetivo deste trabalho foi analisar a proteina de reserva do grédo de linhagens
interespecificas desenvolvidas através dos cruzamentos O. sativa BG90-2 x O. glumaepatula RS-
16 e O. sativa CICA-8 x O. glumaepatula RS-16.
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6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Material vegetal

As atividades de extracdo, isolamento, analises por eletroforese em gel e as dosagens das
proteinas foram realizadas no Laboratério de Biotecnologia da Embrapa Arroz e Feijéo.

Foram analisadas linhagens interespecificas derivadas de dois cruzamentos
interespecificos entre a espécie silvestre Oryza glumaepatula RS-16 e a espécie cultivada Oryza
sativa (linhagem BG90-2 e cultivar CICA-8). Os parentais da espécie O. sativa pertencem a
Colecd0 Nuclear Brasileira de Arroz e possuem caracteristicas de interesse agronémico. A
cultivar BG90-2 tem origem no Sri Lanka, enquanto a cultivar CICA-8 é oriunda da Colémbia. O
genitor silvestre RS-16 foi coletado no Estado do Amazonas na llha Trocari, préximo a0 Rio
Solimdes.

Para o cruzamento O. glumaepatula RS-16 x O. sativa BG 90-2 foram avaliadas 34
linhagens interespecificas RC2F8 através da andlise quantitativa de proteina total e fracOes
protéicas do grdo (Figura 1 e Tabela 1). Ja para andise qualitativa de proteina total foram
utilizadas 15 linhagens e para determinacéo do perfil protéco das fragdes albumina, globulina,
prolamina e glutelina, foram utilizadas quatro linhagens distintas. Estas linhagens foram
cultivadas na fazenda Palmita em Goianira (GO) no ano de 2002/2003 no sistema de cultivo
irrigado.

Para o cruzamento O. glumaepatula RS-16 x O. sativa CICA-8 foram analisadas 36
linhagens interespecificas RC2F10 (Figura 2 e Tabela 1). Essas linhagens foram utilizadas para a
andise quantitativa de proteina tota e fragOes protéicas. Para a determinacdo do perfil protéico
(andlise quditativa) de proteinatotal também foram utilizadas quinze linhagens e para as fragOes
foram utilizadas quatro linhagens. Estas linhagens foram cultivadas na fazenda Palmital em Santo
Anténio de Goiés (GO) no ano de 2007/2008 no sistema de cultivo irrigado. Os parentais também

foram analisados e serviram como controle.
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Tabela 1. Relacdo das 34 Linhagens interespecificas do cruzamento BG90-2 x RS-16 e relacdo
das 36 Linhagens interespecificas do cruzamento CICA-8 x RS-16 utilizadas para a andise
guantitativa. As linhagens utilizadas para a andlise qualitativa de proteina total e andise
gualitativa das fragdes protéicas foram identificadas.

Linhagens do cruzamento BG90-2 x RS-16 Linhagens do cruzamento CICA-8 x RS-16
CNA10851*" CNA10855 CNA11032 CNA11083
CNA10867* CNA10871 CNA11050** CNA11085
CNA10858* CNA10879 CNA11028*! CNA11049
CNA10859* CNA10861 CNA11054* CNA11039
CNA10870* CNA10872 CNA11038* CNA11099
CNA10880* CNA10877 CNA11026* CNA11089
CNA10884* CNA10866 CNA11044* CNA11095
CNA10868** CNA10882*! CNA11091* CNA11138
CNA10869 CNA10865* CNA11116* CNA11047
CNA10860 CNA10863* CNA11034 CNA11086
CNA10881 CNA10857* CNA11036 CNA11092**
CNA10862 CNA10854* CNA11041 CNA11084*!
CNA10852 CNA10876** CNA11025 CNA11053*
CNA10883 CNA10878* CNA11134 CNA11069*
CNA10856 CNA10874 CNA11045 CNA11109*
CNA10864 CNA10873 CNA11119 CNA11051*
CNA10885 CNA10875 CNA11130 CNA11067*
- - CNA11029 CNA11074

* Andlise qualitativa de proteinatotal
'Andlise qualitativa das fracbes protéicas
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Figura 1: A) Sementes do arroz cultivado BG90-2 com casca e polido. B) Sementes de arroz
silvestre com casca e sem casca. C) Sementes com casca e polida de linhagem interespecifica do
cruzamento RS-16 x BG90-2

Foto: Karina Santos

CNA11032

Figura 2: A) Sementes de arroz cultivado CICA-8 com casca e polido. B) Sementes de arroz
silvestre com casca e sem casca. C) Sementes com casca e polida de linhagem interespecifica do
cruzamento RS-16 x CICA-8.

Foto: Karina Santos
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6.2.2 Extracdo das proteinastotais e das fracdes protéicas para analise quantitativa

O preparo das amostras protéicas foi realizado a partir dos gréos secos, polidos, moidos e
desengordurados com acetona (P.A.), obtendo assim uma farinha seca e homogénea para o
preparo dos extratos. A extracdo sequencia das proteinas totais e das fragdes protéicas foi
realizada segundo Doll & Andersen (1981) e Turley & Ching (1986), com modificacdes, que
exploram as caracteristicas de solubilidade de cada fracgo protéica. A partir desta farinha foi
possivel fazer a extragdo de proteina total e a extragdo das quatro fragfes (albumina, globulina,
prolamina e glutelind) de cada gendtipo.

Para a extracdo de proteina total foram pesados 10mg de cada farinha em tubos de
microcentrifuga e adicionado 250uL de NaOH 0,1M. Essa mistura foi agitada por 1 hora,
centrifugada (13.000 rpm por 10 minutos) e o sobrenadante col etado.

A extragdo das fragdes foi realizada de modo sequencia de acordo com a caracteristica de
cada fracéo protéica. Paraisto foram pesados 20mg de cada amostra em tubos de microcentrifuga
e adicionados 500uL de &gua destilada para a extracdo da albumina. Em seguidafoi agitada por 1
hora, centrifugada (13.000 rpm por 5 minutos) e coletado o sobrenadante. O precipitado
resultante foi utilizado para a extracdo da fragdo em sequéncia. No mesmo tubo foi adicionado
500uL de Tris 10mM pH 7,4 contendo NaCl 0,5M para a extragdo da globulina. Esta mistura foi
agitada por 1 hora, centrifugada (13.000 rpm por 5 minutos) e coletado o sobrenadante. Ainda
sobre 0 mesmo precipitado, foi adicionado 500uL de isopropanol 60%, utilizado para a extragéo
da fracéo prolamina. Esta mistura também foi agitada por 1 hora, centrifugada 13.000 rpm por 5
minutos e o sobrenadante coletado. Por dltimo foi adicionado 500pL de NaOH 0,1M, sobre o
precipitado, agitado por 1 hora, centrifugado (13.000 rpm por 5 minutos) e depois o sobrenadante
coletado em novo tubo.

Tanto para a extragdo total quanto para a extracdo fracionada as amostras foram
submetidas a agitacdo, centrifugacdo e coleta do sobrenadante por duas vezes a fim de extrair
uma maior quantidade de proteina. Estes procedimentos foram realizados em trés repeticOes
independentes para cada gendtipo, a fim de diminuir as variagdes provaveis (desvio-padréo) de
cada amostra. Ao final das extracfes as amostras foram mantidas a temperatura de -20°C (Figura
3).
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6.2.3 Dosagens de proteinas

A partir das extragdes das proteinas totais e das fracOes de cada gendtipo, as amostras foram
utilizadas para as dosagens de proteinas pelo método de Bradford (1976). As dosagens das
proteinas totais e das fragOes foram realizadas em triplicatas a partir de cada uma das trés
repeticdes independentes de cada gendtipo. Como padréo de comparacdo foi utilizado uma curva

de calibragio com BSA (soro albumina bovina) nas concentragdes de 2,5 a 40 pg.uL ™.
6.2.4 Prepar o das amostras de proteina total para analise em eletroforese

O preparo das amostras de proteinatotal para a andise qualitativaem gel de poliacrilamia
desnaturante foi realizado a partir de 20mg de farinha e 350uL de tamp&o de amostra (Tris 10
mmol.L™, 1% de B-mercaptoetanol, 2% de SDS, 3% de glicerol e azul de bromofenol). Em
seguida as amostras foram fervidas por 10 minutos para a desnaturacéo e utilizadas para
eletroforese SDS-PAGE.

6.2.5 Extracdo das quatro fracgdes e prepar o das amostras para anélise em eletr oforese

Para o0 preparo das amostras das fragdes, foi utilizada 100 mg de farinha e adicionado
500uL de solucdo de Tris-HCI (pH 7.5) e ImM EDTA para extrair a albumina. Essa solugéo foi
agitada por 1 hora e centrifugada durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e
precipitado com 1,5mL de acetona P.A, homogeneizado por inversdo e armazenado overnight no
freezer a-20°C. Em seguidafoi utilizado 500uL de solugdo de Tris-HCI (pH 7.5), 1mM EDTA e
0.5M NaCl paraextrair a globulina. Essa solucéo foi agitada por 1 hora e centrifugada durante 15
minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e precipitado com 1,5mL de acetona P.A,
homogeneizado por inversdo e armazenado overnight no freezer. Ainda utilizando a mesma
farinhainicial foi acrescentado 500uL de isopropanol 60% para extrair a prolamina. Essa solugdo
foi agitada por 1 hora e centrifugada durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e
precipitado com 1,5mL de acetona P.A, homogeneizado por inversdo e armazenado overnight no

freezer. Depois das fraghes serem precipitadas overnight no freezer, foram centrifugadas a 15°C
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por 15 minutos e 0 sobrenadante descartado. Em seguida os precipitados foram secos em
aparelho rotativo a vacuo (speedvac), e posteriormente as fragdes protéicas albumina, globulina e
prolamina foram ressuspensas em 80uL de TrissHCI 0.125M pH 6.8, 20% de glicerol, 0.001% de
azul de bromofenol e 2% de B-mercaptoetanol. Essas amostras foram agitadas por 30 minutos e
armazenadas em freezer a-20°C.

Para a extracdo da glutelina foi utilizada 30mg de farinha desengordurada. Apds extrair
sequenciamente as demais fragbes, como citado acima, foi acrescentado 700pL de tampéo de
extracdo para glutelina (TrisHClI 50mM pH 6.8, 4% de SDS, Uréia a 8M, 5% de j-
mercaptoetanol e 20% de glicerol) (KAWAKATSU et a., 2008). Esta misturafoi agitada durante
2 horas e centrifugada durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e precipitado com
1,5mL acetona P.A, homogeneizado por inversio e armazenado overnight no freezer.
Posteriormente a solucdo contendo a fracdo glutelina foi centrifugada a 15°C por 15 minutos e o
sobrenadante descartado. Em seguida os precipitados foram secos em aparelho rotativo a vacuo
(speedvac), e posteriormente a glutelina foi ressuspensa em tampao de amostra (Tris 10mmol/L,
1% de B-mercaptoetanol, 2% de SDS, 3% de glicerol e azul de bromofenol). Essa fragcdo protéica
foi agitada durante 1 hora, fervida por 10 minutos e armazenadas em freezer a -20°C (Figura 4).
Foram consideras trés repeticdes de cada amostra para a determinacdo do perfil protéico dos

gendtipos silvestres.

6.2.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante SDS-PAGE

A andlise do perfil protéico total e das fracbes albumina, globulina e prolamina foram
realizadas em gel de poliacrilamida desnaturante SDS-PAGE em sistema de tampao descontinuo
segundo Laemmli (1970), sendo o gel concentrador a 4,5% e o gel separador a 14%. Para a
fracdo glutelina o gel separador foi preparado a 13%, mantendo-se o gel concentrador a 4,5%. Os
géis foram submetidos a el etroforese a 80mA no sistema Rubi SE 600 (Amersham Biosciences)
por cerca de 3 horas. Para a corrida foi utilizado o tampéo Tris 0,125M, glicina 0,96 M, SDS
0,5%. Apos a corrida, os géis foram colocados em solugéo corante (0,05% Coomassie Brilliant
Blue R250, 50% metanol, 10% &cido acético e 40% de &gua) e posteriormente descorados em

metanol (5%), é&cido acético (7%) e agua (88%). Por ultimo os géis foram fotografados por
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camera digital de 7,2 megapixels (Sony Cyber-shot DSC-P200) e as imagens obtidas foram
padronizadas no Paint Shop Pro versdo 7.01(Jasc® Software). A partir das imagens foi possivel
comparar o perfil protéico das amostras através do uso do programa DNA Simdex3 beta release
(Scott Archer and GenetX). Esse programa determina a massa molecular de cada banda, a partir
do posicionamento das bandas do marcador padréo de baixa massa molecular (Amershan LMW
Calibration Kit For SDS Electrophoresis, GE Hedlthcare).

6.2.7 Analise estatistica

Através das dosagens pelo método de Bradford foram calculados os valores médios de
proteina total e das fragbes protéicas. A partir das triplicatas das repeticbes de cada amostra
aplicou-se a andlise de variancia utilizando o delineamento inteiramente casualizado. Em seguida
foi realizado o teste de comparacdo de médias entre as linhagens de cada cruzamento e seus
parentais pelo método de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Este teste visa a separacéo das
meédias em grupos distintos, através da minimizacdo da variagdo dentro do grupo e maximizagdo
da variagdo entre o0s grupos. As andlises foram realizadas no programa estatistico Genes (CRUZ,
2001). Enquanto o gréfico de barras foi construido no programa GraphPad Prism versdo 5.0
(Collection Software).
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6.3 RESULTADOSE DISCUSSAO

6.3.1 Andlise de variancia e teste de médias para as proteinas totais e fracdes protéicas das

linhagens inter especificas

Os valores de quantificagdo dos teores protéicos totais e das fragbes protéicas, das
linhagens interespecificas de ambos 0s cruzamentos, apresentaram na andlise de variancia uma
diferenca altamente significativa (P<0,01). Através do teste de comparacdo de meédias Scott-
Knott, os teores de proteina total foram divididos em oito grupos distintos para as linhagens do
cruzamento BG90-2 x RS-16. A média gera destas linhagens foi de 7,05%, com variagdo de
11,96% (linhagem interespecifica CNA10851) a 4,92% (CNA10875) por mg de farinha (Tabelas
2 e 3). Ja para o cruzamento CICA-8 x RS-16, através do teste Scott-Knott, 0s teores de proteina
total foram divididos em seis grupos distintos. A média geral para estas linhagens foi de 8,40%,
com valores extremos de 10,71% (CNA11032) e 6,29% (CNA11074) (Tabelas 4 e 5).

A média dos teores de proteina total das linhagens do cruzamento CICA-8 x RS-16 foi
16,6% superior a media das linhagens do cruzamento BG90-2 x RS-16. Em relagdo aos parentais,
o silvestre RS-16 destacou-se por apresentar 0 maior teor protéico (14,06%), enquanto o BG90-2
apresentou 10,0% e o CICA-8 9,61% (Tabelas 2 e 4). Apesar das médias dos teores de proteina
total das duas linhagens interespecificas terem sido inferiores aos seus parentais, as linhagens
CNA10851, CNA11032, CNA11050, CNA11028 e CNA11054 apresentaram 0 maior contelido
de proteina total, com média de 10,95%, e aumento de 8,4% e 13,9% em relagdo ao parenta
BG90-2 e CICA-8, respectivamente. O parental silvestre RS-16 apresentou 0 maior teor de
proteina total, sendo 22% superior a média dessas linhagens interespecificas (Tabelas 2 e 4). Este
resultado pode indicar a contribuicdo favoravel do parental silvestre RS-16 para o aumento do
conteddo proté co em a gumas linhagens interespecificas de ambos os cruzamentos.

As médias gerais encontradas para o teor de proteina total das linhagens interespecificas
foram préximas ao valor relatado por Liu et a., (20054), que encontraram uma média de 7,6%
para o teor de proteina total em linhagens chinesas de arroz Oryza sativa. Champagne et al.,
(2004) encontraram teores de proteinatotal para o gréo de arroz (O. sativa) com variagdo de 5,8 a

7,7%. JaLumen & Chow (1995), encontraram valores que variaram de 4,3 a 18,2%. Essa grande
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variagcdo ja é esperada, pois além da diferenca genotipica existem variagbes ambientais como
radiacdo solar, temperatura e o tratamento com adubacdo nitrogenada, que interferem no
crescimento da planta e no teor protéico do endosperma da semente (JULIANO & BECHTEL,
1985).

Tabela 2. Relacdo dos teores protéicos presentes nas linhagens interespecificas O. sativa BG 90-2 x O.
glumaepatula RS-16.

Linhagens  ProtefnaTotal (%)* Albumina(%)* Globulina(%)' Prolamina (%)* Glutelina (%)*

RS-16 14,06 a 3,60d 6,25e 542c 84,76 a
BG 90-2 10,00 c 4,72 c 7,59d 6,93b 80,76 a
CNA10851 11,96 b 4,59 c 133a 7,42b 74,68 c
CNA10867 9,16d 19e 7,84d 7,21b 82,99 a
CNA10858 84le 442c 9,22¢c 6,96 b 79,4b
CNA10859 8,08 e 4,48 c 9,13c 6,38 C 80,01b
CNA10870 8,08 e 16le 9,08¢c 599¢c 8332a
CNA10880 7,71f 6,76 a 10,82 b 6,28 ¢ 76,14c
CNA10884 7,67f 53lb 7,67d 599c 81,02a
CNA10868 7,35f 187e 8,14 d 580c 84,18 a
CNA10869 7,27f 2,08e 8,46 d 6,52c¢c 8293 a
CNA10860 7,23f 421c 82d 6,31c 81,27 a
CNA10881 72f 6,39 a 8,57d 6,02 c 79,01b
CNA10862 7,16f 4,79 ¢ 894c 6,97b 79,29b
CNA10852 7,16 f 6,3a 9,13c 9,22a 75,36 C
CNA10883 7,09 f 532b 644 e 576c¢c 82,47 a
CNA10856 6,98 f 544D 10,82b 824a 75,50 c
CNA10864 6,98 f 6,05 a 8,05d 6,08 c 79,81b
CNA10885 6,97 f 545b 7,76d 6,32¢C 80,47 b
CNA10855 6,95f 37d 11,16 b 8,38a 76,73 ¢c
CNA10871 6,94 f 187e 9,05c 584c 8323a
CNA10879 6,729 501b 9,77¢c 6,09c 79,12b
CNA10861 6,699 441c 8,93c 7,05b 79,61b
CNA10872 6,68 g 6,88 a 9,26 c 587c 7797b
CNA10877 6,66 9 5,03b 9,32c 555¢ 80,09 b
CNA10866 6,599 221e 8,11d 7,26b 82,42 a
CNA10882 6,499 4,76 c 6,65e 576¢c 82,83 a
CNA10865 6,429 532b 9,22c 569c 79,76 b
CNA10863 6,409 547b 8,50d 7,02b 79,00 b
CNA10857 6,389 4,88b 9,70c 7,00b 78,41b
CNA10854 6,249 584 a 10,32¢ 7,76 b 76,08 c
CNA10876 6,139 5,00b 9,54 c 523c 80,22 b
CNA10878 6,08 g 421c 10,06 c 6,05¢c 79,66 b
CNA10874 5,44 h 4,33 c 10,26 c 562c 79,79b
CNA10873 537h 558b 9,85¢c 6,13 ¢ 78,44 b
CNA10875 4,92h 6,22 a 9,39¢c 543 c 78,95b

! Contetido protéico em relacio a % de protefnatota por mg de farinha.
As letras representam as diferencas significativas entre as médias obtidas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.
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Tabela 3. Andlise descritiva e resumo da andlise de varidncia das linhagens interespecificas do
cruzamento O. sativa BG90-2 x O. glumaepatula RS-16.

Média Valor mé&ximo Valor minimo Desviopadrdo C.V GL QMR **

(%) (%) (%) (%) (%)

Proteinatotal 7,05 11,9 4,92 1,22 4,43 35 0105447
Albumina 4,64 6,89 161 1,48 5,40 35  0,113586
Globulina 9,14 13,30 6,44 1,38 3,99 35  0,273760
Prolamina 6,51 9,22 5,23 1,01 5,94 35  0,259428
Glutdina 79,71 84,18 74,68 2,63 5,42 35  1,228463

**Significancia parap < 0,01.
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Tabela 4. Relagdo dos teores protéicos presentes nas linhagens interespecificas O. sativa CICA-8
x O. glumaepatula RS-16.

Linhagens Protefna Total (%) Albumina (%)* Globulina (%) Prolamina (%)* Glutelina (%)*

RS-16 14,06 a 3,60d 6,25d 542d 84,76 a
CICA-8 961c 3,60d 9,66 b 441e 82,28b
CNA 11032 10,71b 297e 11,44 a 5,66d 79,93 ¢
CNA 11050 10,70b 442c 10,11b 6,32C 79,16 ¢
CNA 11028 10,69 b 4,27d 11,16 a 6,07 c 78,51 c
CNA 11054 10,67 b 3,86d 11,12a 5,78d 79,24 c
CNA 11038 9,95¢c 319e 11,88a 725b 77,68 C
CNA 11026 9,90c 29%e 6,05d 4,10e 86,91 a
CNA 11044 9,75¢ 28le 9,09b 5,02d 83,09b
CNA 11091 9,64c 4,79¢c 11,55a 6,49 c 77,17d
CNA 11116 9,07d 325e 6,66 d 512d 84,96 a
CNA 11034 9,05d 3,88d 9,35b 5,38d 81,39b
CNA 11036 8,89d 291e 9,79b 5,88d 8141b
CNA 11041 8,79d 3,69d 10,82 a 6,37 C 79,12c
CNA 11025 8,78d 557b 7,61c 6,46 C 80,36 c
CNA 11134 8,59d 302e 9,29b 5,64 d 82,05b
CNA 11045 8,53d 361d 10,30 b 7,26 b 78,83¢c
CNA 11119 8,52d 316e 754c 4,67 e 84,62 a
CNA 11130 8,50d 5,86 b 9,48b 6,23 ¢C 7842c
CNA 11029 8,48d 454 c 9,09b 6,00 c 80,37 ¢
CNA 11083 845d 4,29d 9,78b 4,28 e 81,66 b
CNA 11085 845d 326e 8,26 ¢ 435e 84,13 a
CNA 11049 8,43d 4,07d 11,22 a 6,72¢C 77,99 ¢
CNA 11039 8,35d 3,61d 11,36 a 6,70 c 78,34 c
CNA 11099 7,93e 474 c 1221a 7,44 b 75,61d
CNA 11089 7,87e 548Db 10,21b 511d 79,20 c
CNA 11095 7,72e 456d 12,14a 6,67 C 76,63 ¢c
CNA 11138 7,71e 7,06 a 742c 454 80,98 b
CNA 11047 7,60 f 447 c 11,76 a 7,38b 76,39d
CNA 11086 7,31f 4,93 c 6,68d 4,36 e 84,04 a
CNA 11092 7,06 f 4,62c 12,48 a 9,29 a 736le
CNA 11084 6,89 f 578Db 9,98b 535d 78,89c¢c
CNA 11053 6,88 f 3,86d 10,23 b 577d 80,14 c
CNA 11069 6,84 f 510c 8,73¢c 5,48d 80,69 c
CNA 11109 6,64 f 3,56d 9,68b 458 e 82,18 b
CNA 11051 6,47 f 593b 10,40b 6,51 c 77,16d
CNA 11067 6,35 f 542D 10,45b 5,04d 79,09c
CNA 11074 6,29 f 3,52d 8,76 C 541d 82,31b

! Contetido protéico em relacio a % de protefinatota por mg de farinha.
As letras representam as diferencas significativas entre as médias obtidas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.
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Tabela 5. Andlise descritiva e resumo da andlise de variancia das linhagens interespecificas do
cruzamento: O. sativa CICA-8 x O. glumaepatula RS-16.

Média Valor maximo Valor minimo Desviopadrdo  CV GL QMR **
(%) (%) (%) (%) (%) ' o
Proteinatotal 8,40 10,71 6,29 1,29 3,67 37 0,099182
Albumina 4,25 7,06 2,81 1,04 5,38 37 0,099474
Globulina 9,84 12,48 6,05 1,68 4,08 37 0,230267
Prolamina 5,85 9,29 4,10 111 5,69 37 0,122107
Glutdina 80,06 86,91 73,61 2,84 4,53 37 0,678730

**Significancia paraP < 0,01.

Em relaco as fragbes protéicas do cruzamento BG90-2 x RS-16, através do teste de
médias Scott-Knott para teor protéico da fracdo albumina, foram obtidos cinco grupos, com
meédia geral de 4,64%, e amplitude de variacdo de 6,89% (CNA10872) a 1,61% (CNA10870)
(Tabelas 2 e 3). Os teores de globulina também foram divididos em cinco grupos distintos, com
valores extremos de 13,30% (CNA10851) e 6,44% (CNA10883), sendo a média geral para esta
fracdo de 9,14% (Tabelas 2 e 3). J4 a prolamina foi dividida em trés grupos estatisticamente
distintos e apresentou valores entre 9,22% (CNA10852) a 5,23% (CNA10876), com média geral
de 6,51% (Tabelas 2 e 3). Para a fragdo glutelina, maior fragdo protéica do arroz, a média gera
obtida foi de 79,71%, com variacdo de 84,18% (CNA10868) a 74,68% (CNA10851), sendo
agrupada em trés grupos distintos (Tabelas 2 e 3).

O teste de Scott-Knott para as fraces protéicas do cruzamento CICA-8 x RS-16, para o
teor de albumina, apresentou cinco grupos distintos com média geral de 4,25%, e amplitude de
variacéo de 7,06% (CNA11138) a 2,81% (CNA11044) (Tabelas 4 e 5). Os teores de globulina
foram divididos em quatro grupos, com variacdo de 12,48% (CNA11092) a 6,05% (CNA11026),
apresentando média geral de 9,84% (Tabelas 4 e 5). A média geral para os teores de prolamina
foi de 5,85% e apresentou cinco grupos estaticamente distintos, com amplitude de variagdo de
9,29% (CNA11092) a 4,10% (CNA11026) (Tabelas 5 e 6). A glutelina também foi dividida em
cinco grupos distintos, com média gera de 80,06%, e apresentou variagdo de 86,91%
(CNA11026) a 73,61% (CNA11092) (Tabelas 4 e5).

Entre os dois grupos de linhagens interespecificas, as linhagens do cruzamento BG90-2 x
RS-16 apresentaram as maiores médias de albumina e prolamina, sendo superiores 8,7% e 9,2%,
respectivamente, as médias de albumina e prolamina das linhagens do cruzamento CICA-8 X RS-
16 (Tabelas 3 e 5). No entanto, as linhagens do cruzamento CICA-8 x RS-16, apresentaram a
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maior média de globulina, sendo superiores 7,1% a média de globulina do cruzamento BG90-2 x
RS-16. Com relacdo a média de glutelina, as linhagens de CICA-8 x RS-16 foram 0,5%
superiores em relacdo a média de glutelina das linhagens do cruzamento BG90-2 x RS-16
(Tabelas 3 e5).

Entre os parentais, 0 BG90-2 apresentou os maiores teores de albumina (4,72%) e
prolamina (6,93%), enquanto o CICA-8 e 0 RS-16 apresentaram 3,60% de albumina, e para o
teor de prolamina, apresentaram 4,41% e 5,42%, respectivamente. O maior teor de globulina foi
encontrado no parental CICA-8 (9,66%), superior ao BG90-2 (7,59%) e RS-16 (6,25%). O maior
teor de glutelina foi encontrado no parental silvestre RS-16 (84,76%), enquanto o BG90-2 e 0
CICA-8 apresentaram 80,76% e 82,28%, respectivamente (Tabelas 3 e 5).

As médias das fragdes protéicas foram proximas aos valores relatados por Taira (1995) e
Sgarbieri (1996) para a Oryza sativa, que encontraram uma média de 5% de albumina, 10% de
globulina, prolamina variando entre 5 a 8%, e glutelina variando entre 70 e 80%. Takaiwa et a.,
(1991) também relataram um teor de 80% de glutelina para a espécie O. sativa. Steenson & Sathe
(1995) também encontraram valores similares ao relatado neste trabalho em relacéo aos teores de
albumina (5,9%), globulina (13,8%), prolamina (5,8%) e glutelina (74,5%) presentes na espécie
O. sativa. Entretanto, Chandi & Sogi (2006) encontraram nas variedades de arroz O. sativa
Basmati 386 e HBC 19, teores superiores de albumina 11% e 16%, enquanto para o teor de
globulina foi 10% e 13%, prolamina 4% para ambas, e valores para a fragdo glutelina de 75% e
67%, respectivamente.

JaMitra & Das (1975) reportaram teores de albumina que variaram de 5 a 17%, globulina
4 a 12%, prolamina 2 a 5% e glutelina de 73 a 86%. Mahmoud et al., (2008), analisaram o
conteldo protéico da linhagem interespecifica desenvolvidas entre a espécie silvestre Oryza
nivara (teor protéico total de 8,89%) e O. sativa cultivar IR 64 (10,5%), e observaram para a
linhagem interespecifica teor protéico de 12,4%, sendo 28% superior a0 parental silvestre e
18,2% a cultivar IR 64. As quatro fracOes protéicas da linhagem interespecifica foram superiores
aos parentais. A prolaminafoi afragdo que teve maior aumento, seguida da glutelina, globulina e
albumina. Esses autores quantificaram também os aminoacidos presentes na proteina total da
semente, e através desta quantificacdo, foi identificado um maior teor de lisina para a espécie

silvestre O. nivara.

99



Assim como observado no trabalho de Mahmoud et al., (2008), no presente trabalho 40
linhagens interespecificas, de ambos os cruzamentos, apresentaram valores significativamente
mais elevados das fracOes protéicas em relacéo aos seus parentai's, exceto para o parental silvestre
RS-16 que apresentou altos teores de glutelina (Tabelas 2 e 4, e Figura 3). A prolamina foi a
fracdo que apresentou maior aumento nas linhagens interespecificas, com cerca de 100% de
aumento em relagdo ao parental CICA-8, seguida da globulina, que apresentou um aumento na
concentragcdo de 89% em relacéo ao RS-16, da abumina, com aumento de 84% em relagdo aos
parentais CICA-8 e RS-16, e por ultimo, da glutelina, que apresentou aumento de 6% em relacdo
ao parental cultivado BG90-2 (Figura 3).

Esses resultados indicam o potencia de aumento da quantidade de proteina e de suas

fracbes no arroz através de cruzamentos interespecificos com a espécie silvestre O.

glumaepatula.
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Figura 3. Comparacdo das médias dos maiores teores protéicos encontrados nos cruzamentos
interespecificos e nas fracBes protéicas de seus parentais. Os dados estdo em relagdo a porcentagem de
proteina total por mg de farinha
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6.3.2 Andlise qualitativa por eetroforese SDS-PAGE das proteinas totais das linhagens
inter especificas

Para a andlise qudlitativa de proteina total em SDS-PAGE foram selecionadas 15
linhagens representativas de cada cruzamento interespecifico, das quais 8 apresentaram atos
teores de proteina total de reserva e 7 baixos teores. N&o houve diferenca entre o perfil de
polipeptideos das linhagens com maior ou menor teor protéico, exceto para o polipeptideo de 60
kDa da linhagem CNA 10851 que apresentou baixa intensidade comparado aos demais gendtipos,
podendo estar relacionado com uma expressdo diferencia desta proteina. (Figuras 4 e 5).
Segundo Sano (1984), polipeptideos de 60 kDa em arroz correspondem a enzima denominada de
granule-bound starch synthase (GBSS) ou proteina WAXY , que faz parte da rota de biossintese
do amido. Altos niveis da expressdo da WAXY sdo caracteristicos das variedades da subespécie
indica e S0 pouco expressas ou ausentes nas variedades da subespécie japonica (SANO, 1984;
KAWAKATSU et al., 2008).

Jahan et a., (2001) dividiram as o-glutelinas de acordo com a massa molecular em
glutelinas a-1 (39 kDa), a-2 (38 kDa), a-3 (37,5 kDa a 37 kDa) e a-4 (34 e 33kDa). As B-
glutelinas foram dividas em -1 (23 kDa), -2 (22.5 kDa) e -3 (22 kDa). No presente trabaho as
B-glutelinas tiveram baixa visualizacdo nos géis e ndo foi possivel separélas. Porém, o
agrupamento destas proteinas basicas ficaram em torno de 21 a 19 kDa. Segundo a divisdo de
Jahan et a., (2001), todos os gendtipos apresentaram glutelinas a-1, exceto o parenta silvestre
RS-16, que apresentou a-glutelina com massa molecular de 40kDa.

Dez linhagens do cruzamento BG90-2 x RS-16 apresentaram glutelinas a-2, assim como
0S seus parentais. As demais linhagens (CNA10865, CNA10863, CNA10857, CNA10854 e
CNA10876) apresentaram glutelinas a-3 presentes no RS-16 e ausentes no BG90-2. As linhagens
CNA10882, CNA10865, CNA10863, CNA10857, CNA10854, CNA10876 e CNA10878
apresentaram a-glutelinas de 35 kDa que n&o estiveram presentes nos parentais, enquanto outras
linhagens apresentaram a-glutelinas de 36 kDa como o parental BG90-2 (Figura 4).

Entre o cruzamento CICA-8 x RS-16, doze linhagens apresentaram glutelinas o-2,
presente no RS-16 e ausente no CICA-8. Por outro lado, as linhagens CNA11067, CNA1116 e
CNA11050 apresentaram glutelinas a-3, como os parentais CICA-8 e RS-16. A maioria das
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linhagens apresentaram a-glutelinas de 35 kDa, que também estiveram presentes no parental
CICA-8. Apenas quatro linhagens (CNA11067, CNA11051, CNA11084 e CNA11028)
apresentaram a-glutelinas de 36 kDa, as quais ndo foram observadas nos parentais (Figura 5).
Ashida et a., (2006) analisaram as variedades Koshohikari e Nihonmasari (ambas da
subespécie japonica), através de SDS-PAGE, e também encontraram a-glutelinas de massa
molecular de 39 e 37 kDa. As B-glutelinas apresentaram massa molecular de 23 e 22 kDa, sendo
superior a massa molecular das B-glutelinas encontradas para as linhagens interespecificas no
presente trabalho. Estas diferencas podem estar relacionadas com variagdes genotipicas,
modificagdes poés-traducionais, além de possiveis variacbes metodolégicas e ambientais.
Mahmoud et a., (2008) andisaram por SDS-PAGE as proteinas totais de linhagens
interespecificas obtidas entre o cruzamento O. sativa x O. nivara, e encontraram a-glutelinas com
massa molecular de 39 a 34 kDa, sendo bastante similares as variagdes de massa molecular das

linhagens interespecificas O. sativa x O. glumaepatula (Figuras 4 € 5).
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Figura 4. Eletroforese SDS-PAGE de proteina total extraida das sementes de linhagens
interespecificas e de seus parentais BG90-2 e RS-16. A) Linhagens do cruzamento BG90-2 x RS-
16. Linha 1: CNA10882, linha 2: CNA10865; linha 3: CNA10863, linha 4: CNA10857, linha
5: CNA10854; linha 6: CNA10876; linha 7: CNA10878, linha 8: Marcador de baixa massa
molecular (GE Healthcare); linha 9: CNA10851; linha 10: Parental O. sativa BG90-2; linha 11.
CNA10867; linha 12: CNA10858; linha 13: CNA10859; linha 14: CNA10870; linha 15:
CNA10880, linha 16: CNA10884; linha 17: CNA10868. B) Linha 1. Parenta silvestre O.
glumaepatula RS-16 e linha 2: Marcador. Os parentais foram destacados em vermelho. A setaindica
a baixa intensidade da banda de 60 kDa na linhagem CNA10851. Gel de poliacrilamida desnaturante a
14%, corado com Coomassie Blue R250.
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Figura 5. Eletroforese SDS-PAGE de proteina total extraida das sementes de linhagens
interespecificas e de seus parentais CICA-8 e RS-16. A) Linhagens do cruzamento CICA-8 x RS-
16: Linha 1: CNA11050; Linha 2: CNA11028; Linha 3: CNA11054; Linha 4: CNA11038;
Linha 5: CNA11026; Linha 6: CNA11044; Linha 7: CNA11091; Linha 8: CNA11116; Linha
9: CNA11067; Linha 10: Marcador de baixa massa molecular (GE Hedthcare); Linha 11:
Parental O. sativa CICA-8; Linha 12: CNA11051; Linha 13: CNA 11109; Linha 14:
CNA11069; Linha 15: CNA11053; Linha 16: CNA11084; Linha 17: CNA11092. B) Linha 1:
Parental silvestre O. glumaepatula RS-16 e linha 2: Marcador. Os parentais foram destacados em
vermelho. Gel de poliacrilamida desnaturante a 14%, corado com Coomassie Blue R250.
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6.3.3 Andlise qualitativa por SDS-PAGE das fragdes albumina, globulina, prolamina e
glutelina das linhagens inter especificas

Para a andlise qualitativa das fragdes protéicas em SDS-PAGE foram utilizadas quatro
linhagens representativas de cada cruzamento interespecifico. O perfil protéico da albumina foi
bastante similar entre as linhagens dos cruzamentos interespecificos e os parentais cultivados.
Todas as amostras apresentaram proteinas com alta (97 a 52 kDa), média (41 a 30 kDa) e baixa
massa molecular (25 a 15 kDa) (Figura 6). O gendtipo silvestre RS-16 apresentou uma proteina
diferencial em torno de 18 kDa que ndo foi identificada nas linhagens interespecificas e nem nos
parentais BG90-2 e CICA-8. Por outro lado, todas as amostras apresentaram uma banda bastante
intensaem torno de 17 kDa (Figura 6).

A globulina também apresentou um perfil protéico semelhante entre os parentais e as
linhagens interespecificas, apresentando proteinas com alta (97 a52 kDa), média (41 a 30 kDa) e
baixa massa molecular (25 a 15 kDa) (Figura 7). Foi identificada também uma banda bastante
intensa com massa molecular em torno de 25kDa comum a todas as amostras (Figura 7). Chandi
& Sogi (2007) redizaram a caracterizacdo das fracOes protéicas de variedades indianas de arroz
(O. sativa), e também encontraram para a albumina bandas de alta (96 a 50 kDa), média (41 kDa)
e baixa massa molecular (24 kDa). A globulina também foi caracterizada por proteinas de ata
(118 a53 kDa), média (41 kDa) e baixa massa molecular (23 kDa).

A fragdo prolamina apresentou somente bandas de baixa massa molecular (18 a 15 kDa)
(Figura 8). O perfil de bandas desta proteina foi bastante semelhante entre as amostras, exceto
para 0 RS-16, que apresentou proteinas mais intensos na faixa de 16 kDa (Figura 8). Chandi &
Sogi (2007) também caracterizaram as prolaminas de reserva do arroz e observaram apenas
bandas de baixa massa molecular (28 a 24 kDa). Resultado similar foi obtido por Mandac &
Juliano (1978) gue encontraram prolaminas com massa molecular de 23 a 17 kDa.

Neste trabalho as subunidades de a-glutelinas variaram de 40 a 35 kDa, e as B-glutelinas
variaram em torno de 21 a 19 kDa (Figuras 4 e 5). No entanto, através da andise dos géis de
glutelinafoi possivel identificar a presenca de a-polipeptideos com massa molecular em torno de
34 kDa, que ndo foram visiveis nos géis de proteina total (Figuras 4, 5 e 9). Esses polipeptideos
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estiveram presentes em todas as linhagens interespecificas analisadas assim como nos parentais
(Figura9). Jahan et a., (2001), denominou essas a-glutelinas de 34 kDa de a-4.

Em gerad, o perfil de proteinatotal e das glutelinas foi bastante similar entre as linhagens
e os parentais, havendo diferenca apenas para a-glutelina de 40 kDa, que ocorreu somente no
parenta RS-16. O perfil protéico das fragdes abumina, prolamina e globulina foram bastante
similares entre as linhagens e os parentais cultivados, apresentando diferenca apenas em relagéo
a0 parental silvestre (Figura 10).

Esses diferentes padrdes protéicos encontrados entre as espécies podem estar relacionados
com variagdes genatipicas, além de modificacbes pds-traducionais que podem ocorrer durante ou
apos a sintese das proteinas de reserva. Ja a similariade dos perfis protéicos observadas entre as
linhagens interespecificas e as cultivares BG90-2 e CICA-8, pode estar relacionada aos 2
retrocruzamentos realizados utilizando a espécie O. sativa como parenta recorrente. Entre as
linhagens interespecificas foram observados perfis de bandas protéicas bastante similares, e pode
ser consequencia das 8 autofecundacdes das linhagens do cruzamento BG90-2 x RS-16 e das 10
autofecundagbes das linhagens do cruzamento CICA-8 x RS-16, diminuindo assim a
probabilidade de existirem bandas protéicas diferenciais entre as linhagens.

O perfil protéico diferenciado apresentado para o0 RS-16, o alto teor de proteinatotal e alto
teor de glutelina podem ter contribuido para aumento do conteldo protéico das linhagens
interespecificas. Estes resultados inéditos indicam que em relacdo a variabilidade encontrada para
as proteinas de reserva, € importante continuar a investir em cruzamentos interespecificos entre o
arroz cultivado e a espécie silvestre. Como ja foram identificadas linhagens interespecificas deste
cruzamento que apresentaram maior potencia produtivo, em um futuro proximo serd possivel
identificar materiais atamente produtivos e com maior qualidade nutricional, os quais seréo

utilizados no desenvolvimento de cultivares comerciais superiores.

106



97.0
Alta: 66.0
97 a52
& 45.0
Média: F'
. 41a30 < 9 200
|
"!
?.—
_ 20.1
18 X Baixa i
25a15
17
14.4

Figura 6. Eletroforese SDS-PAGE da fragcdo albumina extraida das sementes de linhagens
interespecificas e de seus parentais. A) Linhagens do cruzamento CICA-8 x RS-16. Linha 1: RS-
16, linha 2: CICA-8; linha 3: Marcador; Linha 4: CNA11084; Linha 5: CNA11050; Linha 6:
CNA11028; Linha 7: CNA11092. B) Linhagens do cruzamento BG90-2 x RS-16. Linha 1. RS-
16; linha 2: Marcador de baixa massa molecular padréo (GE Hedthcare).; linha 3: BG90-2;
linha 4: CNA10868; linha 5: CNA10876; linha 6: CNA10882 e linha 7: CNA10851. A seta
vermelhaindica aintensa expresséo dos polipeptideos de 18 kDa na espécie silvestre. A seta pretaindicaa
intensa expressdo dos polipeptideos de 17 kDa comuns a todos os gendtipos. Os parentais foram
destacados em vermelho. Gel de poliacrilamida desnaturante a 14%, corado com Coomassie Blue

R250.
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Figura 7. Eletroforese SDS-PAGE da fragdo globulina extraida das sementes de linhagens
interespecificas e de seus parentais. A) Linhagens do cruzamento CICA-8 x RS-16. Linha 1:
CNA11092; linha 2: CNA11084; linha 3: CNA11050; linha 4: CNA11028; linha 5: CICA-8 e
linha 6: Marcador; linha 7: RS-16. B) Linhagens do cruzamento BG90-2 x RS-16. Linha 1:
CNA10851; linha 2: CNA10868; linha 3: CNA10876, linha 4: CNA10882; linha 5: BG90-2 e
linha 6:Marcador de baixa massa molecular padréo (GE Healthcare); linha 7: RS-16. A seta preta
indica a intensa expressdo do polipeptideo de 25 kDa comum a todos os gendtipos. Os parentais foram
destacados em vermelho. Gel de poliacrilamida desnaturante a 14%, corado com Coomassie Blue

R250.
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Figura 8. Eletroforese SDS-PAGE da fracdo prolamina extraida das sementes de linhagens
interespecificas e de seus parentais. A) Linhagens do cruzamento CICA-8 x RS-16. Linha 1:
CNA11092; linha 2:CNA11084; linha 3: CNA11050; linha 4: CNA11028; linha 5: marcador;
linha 6: CICA-8 e linha 7: RS-16. B) Linhagens do cruzamento BG90-2 x RS-16. Linha 1:
CNA 10876; Linha 2: CNA10882; Linha 3: CNA10851; Linha 4: CNA10868; Linha 5:
Marcador de baixa massa molecular padréo (GE Healthcare).; Linha 6: BG90-2 e Linha 7: RS-
16. A setapretaindicaaintensa expressao do polipeptideo de 16 kDa presente no parental RS-16.
Os parentais foram destacados em vermelho. Gel de poliacrilamida desnaturante a 14%, corado
com Coomassie Blue R250.
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Figura 9. Eletroforese SDS-PAGE da fragdo glutelina extraida das sementes de linhagens
interespecificas e de seus parentais. A) Linhagens do cruzamento CICA-8 x RS-16. Linha 1:
CICA-8, linha 2: RS-16, linha 3: Marcador de baixa massa molecular (GE Healthcare), linha 4:
CNA11092, linha 5: CNA11050; linha 6: CNA11028; linha 7: CNA11084. B) Linhagens do
cruzamento BG90-2 x RS-16. Linha 1. marcador; linha 2: RS-16; linha 3: BG90-2; linha 4:
CNA10851; linha 5: CNA10868; linha 6: CNA10876; linha 7: CNA10882. As setas pretas
indicam as glutelinas a-4. Os parentais foram destacados em vermelho. Gel de poliacrilamida
desnaturante a 13%, corado com Coomassie Blue R250.
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Figura 10. Eletroforese SDS-PAGE das fracbes protéicas extraidas do endosperma do arroz.
Linha 1. O. glumaepatula; linha 2: O. sativa e linha 3: linhagem interespecifica O.
glumaepatula x O. sativa. As setas ressaltam as diferencas da espécie O. glumaepatula em relacédo a O.
sativa e alinhagem interespecifica. M : Marcador de baixa massa molecular (GE Hedthcare). Gel de
poliacrilamida desnaturante corado com Coomassie Blue R-250. A) Linha 1: O. glumaepatula
RS-16, linha 2: O. sativa CICA-8 e linha 3: CNA11084; B) Linha 1: O. glumaepatula RS-16,
linha 2: O. sativa BG90-2 e linha 3: CNA11092; C) Linha 1: O. glumaepatula RS-16, linha 2:
O. sativa BG90-2 elinha 3: CNA10882; D) Linha 1. O. glumaepatula RS-16, linha 2: O. sativa
BG90-2 elinha 3: CNA11092.
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6.4 CONCLUSOES

1)

2)

O parenta silvestre RS-16 destacou-se por apresentar 0 maior teor de proteina total e
elevados teores de glutelina. Algumas linhagens interespecificas, de ambos os
cruzamentos, apresentaram maiores teores de proteina total e suas fragdes em relacdo aos
parentais. Este resultado indica a contribuicéo favoravel do parenta silvestre RS-16 para
0 aumento do contetido protéico de linhagens interespecificas de arroz desenvolvidas a
partir do cruzamento O. glumaepatula x O. sativa.

Foram observados diferentes perfis protéicos obtidos por SDS-PAGE entre as especies O.
sativa e O. glumaepatula. Esta diferenca pode estar relacionada com variacOes
genotipicas e modificagBes pos-traducionais que podem ocorrer durante ou apos a sintese

das proteinas de reserva.

3) A espécie O. glumaepatula apresentou um padréo protéico diferenciado do que foi

relatado naliteratura até o momento, sendo uma nova fonte de variabilidade genética com
implicagcdes importantes para o aumento do contetido protéico do gréo de cultivares de

arroz.
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6.5 CONSIDERACOESFINAIS

Nesta dissertacdo os protocolos para extracdo de proteina total e fragdes protéicas,
utilizados para as andlises quantitativas e qualitativas foram adaptados e modificados de acordo
com os protocolos disponiveis na literatura. Através destas andlises foram gerados dados inéditos
em relacdo as proteinas de reserva do arroz silvestre O. glumaepatula e de linhagens
interespecificas O. sativa x O. glumaepatula. Os resultados indicaram os maiores teores de
proteina total e fragBes protéicas em acessos de arroz silvestre O. glumaepatula e em linhagens
interespecificas, quando comparados a especie cultivada de arroz (O. sativa), sugerindo a
contribuicdo favoravel da espécie silvestre para o aumento do contetdo protéico da espécie
cultivada. As andlises qualitativas revelaram diversidade no perfil de bandas entre os acessos
silvestres e entre as espécies O. sativa e O. glumaepatula, indicando a espécie silvestre como
fonte potencia de variabilidade genética para a qualidade do gréo do arroz cultivado. O préximo
passo serd analisar 0s aminoécidos presentes nos acessos avaliados nesta dissertacdo, e com base
nos resultados, sugerir novas agdes de pesquisa que objetivem o aumento do teor e da qualidade
protéicado gréo de cultivares comerciais de arroz do Brasil.
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