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RESUMO 

O objetivo desta dissertação foi analisar quantitativa e qualitativamente proteínas de reserva 
totais e as frações albumina, globulina, prolamina e glutelina presentes no grão de 29 genótipos 
de arroz silvestre Oryza glumaepatula e de 70 linhagens interespecíficas 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 
análise de variância para o teor de proteína total e frações protéicas, foram encontradas diferenças 
altamente significativas (P<0,01) entre os genótipos silvestres e entre as linhagens 
interespecíficas. O teor médio de proteína total dos genótipos silvestres foi de 12,17%, enquanto 
as linhagens do cruzamento BG90-2 x RS-16 apresentaram média de 7,05% e as linhagens do 
cruzamento CICA-8 x RS-16 apresentaram média de 8,40%. O genótipo silvestre BGA14280 
destacou-se por apresentar o maior teor de proteína total (14,94%). Na análise comparativa 
envolvendo as linhagens interespecíficas e seus parentais, foram encontradas cinco linhagens 
com maior conteúdo de proteína 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 relação às frações 
protéicas, 40 linhagens interespecíficas apresentaram valores mais elevados em relação aos seus 
parentais, exceto em uma ocasião, onde o parental silvestre RS-16 apresentou alto teor de 
glutelina. Entre os 29 genótipos silvestres, foram encontrados os maiores teores de albumina, 
prolamina e glutelina, exceto para a fração globulina, onde o genótipo silvestre BGA14162 não 
diferiu significativamente da cultivar BRS Bonança. A análise de SDS-PAGE da proteína total e 
da fração glutelina foi encontrada um perfil diferencial de α-glutelinas entre os genótipos 
silvestres, com destaque para o genótipo BGA14232 que não apresentou α-polipeptídeos comuns 
aos demais genótipos. Entre as linhagens interespecíficas e os seus parentais, foram encontrados 
perfis de proteína total e α-glutelinas bastante similares, havendo diferença em relação a α-
glutelina de 40 kDa presentes apenas no parental silvestre RS-16, o que pode indicar uma 
constituição protéica diferencial em O. glumaepatula, já que a O. sativa apresentou α-glutelinas 
de 39 kDa. Em relação às frações albumina, globulina e prolamina os genótipos silvestres 
apresentaram um perfil protéico diferenciado comparado às linhagens interespecíficas e o arroz 
cultivado, e a provável causa foram os dois cruzamentos em direção à BG90-2 e CICA-8, que 
foram os parentais recorrentes durante o desenvolvimento das linhagens interespecíficas. Os 
maiores teores de proteína encontrados para a espécie O. glumaepatula, os diferentes perfis 
protéicos e a identificação de linhagens interespecíficas com maior conteúdo protéico em relação 
aos parentais cultivados, deixam claro a contribuição favorável desta espécie para o 
melhoramento visando o aumento do valor nutricional do grão do arroz cultivado no Brasil. 
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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%), 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 albumin, 
prolamin and glutelin, excepting to the globulin fraction, where the wild genotype was not 
significantly different from the cultivar BRS Bonança. The SDS-PAGE analyses of the total 
protein and the glutelin fraction showed a differential profile of α-glutelins for the wild 
genotypes, emphasizing the BGA14232 genotype, which did not showed the α-polypeptides 
commonly identified in the remaining genotypes. Considering the interspecific lines and their 
parents, it was found similar profile of total protein and α-globulins, with differences in relation 
to the 40 kDa α-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 α-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 crosses in 
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. INTRODUÇÃO 

O arroz (Oryza sativa) é produzido em mais de 100 países e representa mais de 25% da 

produção mundial de grãos (HERNANDEZ et al., 2000). A China é o maior produtor mundial de 

arroz, e a sua produção atinge 187 milhões de toneladas por ano. O Brasil é o maior produtor da 

América Latina e o décimo maior produtor mundial, com produção anual de 11 milhões de 

toneladas (FAO, 2007). Além disso, o arroz é consumido por cerca de 60% da população mundial 

e em países em desenvolvimento é a principal fonte de proteínas e carboidratos (KAWAKATSU 

et al., 2008). No Brasil, o arroz é responsável por 14% da energia e 10% da proteína consumidas 

diariamente pela população (NAVES & BASSINELLO, 2006).  

As proteínas de reserva e o amido são armazenados no endosperma do arroz, e durante a 

germinação das sementes são utilizados como fonte de nitrogênio e carbono (KAWAKATSU et 

al., 2008). Dentro do endosperma do arroz são encontradas estruturas especiais, denominadas de 

corpos protéicos, onde ficam armazenadas essas proteínas de reserva (CAGAMPANG et al., 

1966; LASZTITY, 1996). Existe uma grande variação no conteúdo protéico da semente do arroz. 

Segundo Cao et al.,(2009), o teor de proteína total encontrado em variedades chinesas de arroz 

(O. sativa) variou entre 7,4 a 15,4%. Já Lumen & Chow (1995) encontraram valores que 

variaram de 4,3 a 18,2%. Essa grande variação é esperada pois, além da diferença genotípica, 

existem variações ambientais como radiação solar, temperatura e a adubação nitrogenada, que 

interferem no crescimento e no teor protéico do endosperma da semente (JULIANO & 

BECHTEL, 1985).  

Existem quatro principais classes de proteínas de reserva no arroz - albumina, globulina, 

prolamina e glutelina, e essas proteínas são isoladas e caracterizadas pelo método de Osborne 

(1924) de acordo com suas diferentes solubilidades (MARSHALL & WADSWORTH, 1994). A 

glutelina é a principal fração do arroz, correspondendo a cerca de 80% da proteína total do 

endosperma (CAGAMPANG et al., 1966; YAMAGATA et al., 1982), enquanto a albumina 

corresponde a cerca de 5%, globulina 10% e prolamina de 5 a 8% do conteúdo protéico do grão 

(TAIRA, 1995; SGARBIERI, 1996). O valor nutricional da glutelina é superior ao da prolamina 

e da globulina por possuir maior teor do aminoácido essencial lisina (OGAWA et al.,1987; 

TANAKA et al., 1975; TANAKA, et al., 1980). Porém, a glutelina contém menores teores de 
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lisina, em relação à fração albumina. Isso significa que um aumento da concentração protéica 

total pode causar uma redução na proporção de lisina na proteína do grão (TAIRA, 1995; 

SGARBIERI, 1996) 

Existem duas espécies de arroz cultivado, Oryza sativa e Oryza glaberrima, e 21 espécies 

silvestres do gênero Oryza. A espécie O. sativa começou a ser cultivada na China e depois passou 

a ser amplamente cultivado em diversos países. A espécie O. glaberrima é cultivada em uma 

pequena região do Oeste da África (KHUSH, 1997). As espécies silvestres do gênero Oryza são 

encontradas em diferentes habitats como savanas, florestas, montanhas, rios e lagos 

(VAUGHAN, 2003). Quanto à localização geográfica, são encontradas dez espécies silvestres na 

Ásia, cinco na África, duas na Austrália e quatro na América (OLIVEIRA et al., 1991). Dentre as 

quatro espécies americanas (O. glumaepatula, O. alta, O. grandiglumis e O. latifolia) apenas a O. 

glumaepatula possui o genoma diplóide, o que torna viável seu cruzamento com a espécie 

cultivada O. sativa, resultando em descendentes férteis (BRONDANI et al., 2001; BRONDANI 

et al., 2005).  

A partir da década de 1990 começaram os estudos de introgressões de genes de espécies 

silvestres do gênero Oryza para o arroz cultivado Oryza sativa por meio de cruzamentos 

interespecíficos (BRAR et al.,1996; JENA et al., 1990; MULTANI et al.,1994). Segundo 

Mahmoud et al., (2008), as espécies silvestres são reservatórios de variabilidade genética 

podendo transferir para a espécie cultivada características como resistência a doenças, melhoria 

da produtividade, aumento do teor protéicos do grão, entre outras características. No Brasil, o 

desenvolvimento de linhagens interespecíficas O. sativa x O. glumaepatula iniciou em 1995 

(BRONDANI et al., 2001). Nestas linhagens foram identificadas características de interesse 

agronômico como rápido crescimento vegetativo e maior potencial produtivo (BRONDANI et al., 

2002). Linhagens interespecíficas derivadas destes cruzamentos estão disponíveis para uso em 

programas de melhoramento do arroz no Brasil (RANGEL et al., 2007). 

Os principais objetivos desta dissertação foram quantificar as proteínas de reserva total, 

frações protéicas (albumina, globulina, prolamina e glutelina) e determinar os perfis protéicos por 

eletroforese SDS-PAGE em acessos de Oryza glumaepatula e linhagens derivadas de 

cruzamentos interespecíficos. Esta dissertação foi dividida em dois artigos. No primeiro artigo 

foram quantificadas as proteínas de reserva presentes em vinte nove genótipos de Oryza 
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glumaepatula e determinados os seus perfis protéicos por eletroforese SDS-PAGE. No segundo 

artigo foram determinados os perfis protéicos e análise quantitativa das proteínas de reserva de 

linhagens interespecíficas 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 OBJETIVO GERAL 

Realizar as análises quantitativa e qualitativa das proteínas de reserva da espécie silvestre Oryza 

glumaepatula e de linhagens interespecíficas derivadas dos cruzamentos O. glumaepatula x O. 

sativa.  

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

- Analisar as proteínas de reserva totais de genótipos de Oryza glumaepatula provenientes dos 

Estados de Goiás, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Amazonas e Roraima;  

- Analisar as proteínas de reserva de linhagens interespecíficas 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 frações protéicas albumina, globulina, prolamina e glutelina dos acessos 

silvestres e das linhagens interespecíficas. 

- Realizar a análise qualitativa por eletroforese SDS-PAGE das proteínas de reserva totais e 

dessas frações protéicas; 

- Comparar, por meio das análises quantitativa e qualitativa das proteínas de reserva do grão, 

cultivares de O. sativa, genótipos de O. glumaepatula, e linhagens interespecíficas. 



16 

3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1 A importância do arroz como fonte nutricional 

A desnutrição é apontada como a responsável direta pelos maiores índices de morbidade e 

mortalidade em todo o mundo (WAITZBERG, 2001). Segundo dados da OMS (2000) a 

desnutrição energético-protéica afeta o mundo todo e cerca de 150 milhões de crianças estão 

abaixo do peso. Geograficamente, mais de 70% das crianças desnutridas vivem na Ásia, 26% 

vivem na África e 4% na América Latina e no Caribe. Muitas crianças já nascem desnutridas 

devido à desnutrição de suas mães. A desnutrição é um termo que se refere a distúrbios clínicos 

que resultam da carência de proteínas e energia no organismo (MAHAN & ESCOTT-STUMP, 

1998). Indivíduos desnutridos pela falta de ingestão adequada de proteína apresentam o sistema 

imune deprimido, o que pode levar à morte por infecções secundárias (CHAMPE & HARVEY, 

2000).  

Os países desenvolvidos consomem uma ampla variedade de fontes nutricionais. No 

entanto, essa não é a realidade de países menos desenvolvidos o qual uma única fonte nutricional 

é responsável por grande parte ou por todo o conteúdo protéico diário (SHEWRY, 2007). Assim 

é necessária a busca por fontes alternativas de nutrientes, como o estudo do valor protéico de 

alimentos de origem vegetal, que podem servir como suplemento alimentar na dieta dessas 

populações mais carentes (MADRUGA et al., 2004). Segundo Friedman (1996) e Galland-

Irmouli et al., (1999), 80% das proteínas vegetais são consumidas pela população de países em 

desenvolvimento. Entre as fontes vegetais protéicas para o consumo humano, os grupos mais 

importantes de alimentos são os cereais e as leguminosas (YOUNG & PELLETT, 1994).  

Segundo dados da FAO (2007) os principais cereais produzidos no mundo são o milho 

(791 milhões de toneladas), o arroz (659 milhões de toneladas) e o trigo (605 milhões de 

toneladas). Além disso, esses cereais constituem a base da alimentação humana, contribuindo 

com cerca da metade da ingestão energética e protéica dos indivíduos (YOUNG & PELLETT, 

1994). Os cereais apresentam uma quantidade menor de proteína de reserva (cerca de 10-12%) 

em comparação as sementes de leguminosas (20-40%). No entanto, pelo fato dos cereais serem 

mais consumidos, fornecem mais de 200 milhões de toneladas de proteína para a alimentação de 
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humanos e animais, correspondendo cerca de três vezes mais o montante de proteínas fornecidas 

por sementes de leguminosas (SHEWRY & HALFORD, 2001).  

Os cereais podem ser consumidos sobre a forma de semente, como o arroz e o milho, ou 

então podem ser utilizados no processamento de outros alimentos. O trigo, por exemplo, é 

amplamente utilizado na fabricação de pães e outros produtos alimentícios. A soja, embora seja 

menos consumida para alimentação humana, possui alto teor do aminoácido essencial lisina e por 

isso a sua farinha tem sido acrescentada na fabricação de alimentos (INDRANI et al., 1997 e 

DHINGRA et al., 2001). 

A China é o maior produtor de arroz (Oryza sativa) do mundo. A sua produção atinge 187 

milhões de toneladas (FAO, 2007). O Brasil é o maior produtor de arroz da América Latina e o 

décimo maior produtor mundial, com produção anual de 11 milhões de toneladas. O arroz é 

consumido por cerca de 60% da população mundial e em países em desenvolvimento é a 

principal fonte de proteínas e carboidratos (KAWAKATSU et al., 2008). No arroz são 

encontrados carboidratos complexos, como o amido, que possuem absorção lenta e por isso são 

capazes de prover o organismo com energia por períodos prolongados (BASSINELLO & 

NAVES, 2006). Além disso, entre os cereais, o arroz é o que possui maior teor de vitamina B6 

(piridoxina) e carotenóides com atividade pró-vitamínica (FAO, 2004).  

A qualidade nutricional protéica é determinada pela proporção de aminoácidos essenciais, 

o qual não é sintetizado pelos animais e que por isso deve ser requerido na dieta alimentar. Dez 

aminoácidos são estritamente essenciais: lisina, isoleucina, leucina, fenilalanina, tirosina, 

treonina, triptofano, valina, histidina e metionina. No entanto, a cisteína também é muitas vezes 

incluída por ser sintetizada a partir da metionina. Fontes nutricionais limitadas a poucos tipos de 

aminoácidos restringem a disponibilidade de nitrogênio no organismo comprometendo o seu 

funcionamento (SHEWRY, 2007). A proteína do arroz é considerada de boa qualidade, porque 

contém oito dos dez aminoácidos essenciais ao homem. Em termos nutricionais o arroz possui 

um perfil de aminoácidos essenciais mais adequados em comparação ao milho e o trigo, por 

possuir alto teor do aminoácido essencial lisina, fornecendo alta digestibilidade e 

consequentemente alta qualidade nutricional (NALIVKO et al., 1975; HUEBNER et al., 1990). 

Ainda quando combinado com leguminosas, como o feijão, ou com proteína 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 tradicional mistura brasileira de arroz com feijão, resulta em um aumento 

protéico acima de 80% em relação ao consumo isolado do arroz (JOSEPH & SWANSON, 1993). 

Isso ocorre devido à complementaridade de diferentes aminoácidos encontrados em leguminosas 

e nos cereais (YOUNG & PELLETT, 1994). Nesse sentido, o arroz constitui uma boa fonte de 

proteína quando complementado com quantidades similares de proteínas de leguminosas 

(NAVES et al., 2004).  

Além disso, o arroz é importante na dieta da população mundial por representar cerca de 

20% do aporte energético e 15% do aporte protéico. No Brasil, o arroz é responsável por 14% da 

energia e 10% da proteína consumidas diariamente pela população (NAVES & BASSINELLO, 

2006). Além desses aspectos positivos sobre o valor nutricional do arroz, o aumento do seu teor 

protéico é especialmente importante, sobretudo para a população de baixa renda, como ocorre em 

certas áreas da Ásia, onde o consumo do arroz representa mais da metade do consumo de energia 

e proteína dessas populações (KENNEDY & BURLINGAME, 2003).  

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) uma dieta saudável deve conter mais 

metade de sua energia proveniente dos carboidratos e apenas 30%, no máximo, proveniente de 

lipídios (NAVES & BASSINELLO, 2006). Isto reforça o conceito de que o arroz é um alimento 

importante, pois apresenta em sua composição grande parte de carboidratos (80%) e apenas 0,5% 

de lipídios (NAVES & BASSINELLO, 2006). Por isso, o arroz é considerado um alimento 

saudável, cujo consumo é recomendável em países em desenvolvimento como o Brasil, devido à 

elevada prevalência de obesidade e doenças cardiovasculares nessas populações (SICHIERI et 

al., 2000).  

A caracterização adequada dos recursos genéticos de arroz quanto ao seu valor protéico é 

o primeiro passo para identificar os genótipos superiores que serão utilizados como genitores por 

programas de melhoramento genético para a transferência desta característica a futuras cultivares 

comerciais, aumentando o valor nutricional do arroz, importante sobretudo para a população de 

baixa renda. 
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3.2 O gênero Oryza 

O gênero Oryza surgiu há cerca de 130 milhões de anos e disseminou-se como uma 

gramínea silvestre por todo o supercontinente de Gondwana que posteriormente separou-se 

originando os Continentes Asiático, Africano, Americano, Australiano e Antártico. Ainda hoje, é 

possível encontrar o gênero Oryza distribuído por todos esses continentes, exceto na Antártica 

(KHUSH, 1997).  

Há mais de 10.000 anos, os humanos começaram a consumir a espécie de arroz Oryza 

rufipogon, uma gramínea silvestre que crescia em pântano por toda a Ásia tropical e subtropical. 

Os primeiros agricultores, lentamente através de processos contínuos de seleção para 

características desejáveis, obtiveram plantas com características diferenciadas dessa espécie 

silvestre de arroz, originando uma nova espécie Oryza sativa (KHUSH, 1997). Inúmeros estudos 

genéticos utilizando marcadores moleculares e análises filogenéticas mostram que as cultivares 

de O. sativa são mais estreitamente relacionadas com O. rufipogon do que outras espécies do 

gênero Oryza, comprovando a ligação entre essas espécies (LU et al., 2002; RAKSHIT et al., 

2007).  

Segundo estudos arqueológicos o arroz (O. sativa) começou a ser domesticado no vale do 

rio Yangtze, na China (NORMILE, 1997). A partir da Ásia, 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, populações indígenas utilizavam a 

espécie silvestre Oryza glumaepatula para a sua alimentação. Por volta de 1550, os portugueses 

introduziram o arroz cultivado O. sativa em terras brasileiras (PEREIRA, 2002).  

Segundo Chang (1976) o gênero Oryza está classificado na tribo Oryzeae, subfamília 

Oryzoideae, família Poacea (Graminae). Este gênero possui 21 espécies silvestres e duas espécies 

cultivadas Oryza sativa e O. glaberrima (KHUSH, 1997 & VAUGHAN et al., 2003). A espécie 

O. sativa é originária do continente Asiático, e ocupa a maior parte da área cultivada do mundo 

(JOSHI et al., 2000). Segundo Kush e Brar (2002) esta espécie representa mais de 90% do arroz 

cultivado. Já a espécie O. glaberrima, originária do continente Africano, é cultivada apenas em 

uma área limitada da África (JOSHI et al., 2000).  



20 

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 à adaptabilidade ambiental diferenciada, teriam 

surgido variações morfológicas que ocasionaram inúmeras barreiras reprodutivas levando a 

formação dessas duas subespécies (LU et al., 2002; WANG, 1984; OKA & MORISHIMA, 1982; 

HARUSHIMA et al., 2002). A subespécie japonica é largamente cultivada nas zonas temperadas 

(Taiwan, Coréia, Japão, parte da Austrália, Califórnia, Europa e Egito), por possuírem alta 

capacidade de sobrevivência em áreas não irrigadas. Possuem colmos curtos e rígidos, 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 são da subespécie japonica. As 

variedades de arroz irrigado cultivadas no Brasil pertencem ao grupo indica e possuem 

características morfológicas como colmos longos, alta capacidade de perfilhamento, folhas 

longas e decumbentes e ciclo tardio (DALRYMPLE, 1986).  

3.3 A espécie silvestre Oryza glumaepatula  

Tateoka, (1963) analisou diversas espécies do gênero Oryza e sugeriu, de forma a facilitar 

o estudo dessas espécies, dividi-las em complexos. Assim segundo Vaughan et al., (2005), o 

gênero 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 

são todas diplóides (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 al., 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 são agrupadas no complexo O. granulata. O complexo O. ridleyi é formado pelas 

espécies O. longiglumis e O. ridleyi, ambas com genoma HHJJ. As espécies O. schlechteri e O. 

brachyantha não são agrupadas em nenhum destes complexos, pois apresentam características 

que poderiam classificá-las como pertencentes a outro gênero (Leersia) e, portanto, estariam no 
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limite da classificação do gênero Oryza (VAUGHAN et al., 2003; VAUGHAN et al., 2005) 

(Tabela 1).  

Essas espécies silvestres do gênero Oryza estão distribuídas nas regiões tropicais e 

subtropicais do mundo (MORISHIMA, 1994). Sendo que, dez espécies silvestres habitam a Ásia, 

cinco a África, duas a Austrália e quatro a América. Todas as quatro espécies americanas (O. 

glumaepatula, O. alta, O. grandiglumis e O. latifolia) que estão distribuídas do México até o 

norte da Argentina, existem no Brasil e são hidrófitas (OLIVEIRA et al., 1991). A espécie O. 

glumaepatula é encontrada também na Bolívia, Colômbia, Costa Rica, Cuba, República 

Dominicana, Guiana Francesa, Guiana, Honduras, México, Panamá, Suriname e Venezuela 

(IRRI, 2005). No Brasil, ela ocorre nas regiões Norte, ocupando a região da Bacia Amazônica, e 

Centro-Oeste, sendo encontrada no Pantanal Mato-Grossense e no Cerrado Goiano (BUSO et al., 

2001).  

O Brasil é um dos poucos países que ainda dispõem de populações extensivas de 

germoplasma silvestre de arroz em condições naturais (RANGEL et al., 1996). Assim, a Embrapa 

Arroz e Feijão, juntamente com outras instituições de pesquisa, realizaram sete expedições de 

coleta as espécies silvestres de arroz no Brasil. Essas expedições ocorreram entre o período de 

1992 e 2002. As coletas exploraram as bacias do Rio Negro e do Rio Solimões (ambas na Região 

Amazônica), Pantanal Matogrossense, Bacia do Rio Paraguai (no Pantanal Norte em torno das 

cidades de Cáceres e Poconé, e no Pantanal Sul em Corumbá). No estado de Goiás foram 

exploradas as veredas (áreas de várzeas que ocorrem nos Cerrados, totalmente isoladas das bacias 

dos grandes rios) onde foi verificada apenas a presença de O. glumaepatula e, em alguns locais, 

constatou-se que essa espécie corre sérios riscos de extinção devido à expansão da agricultura e 

pecuária no Cerrado goiano. Nessas expedições 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 à sua conservação e utilização 

como reservatório gênico por possuir o genoma diplóide, o que torna viável seu cruzamento com 

a espécie cultivada O. sativa, resultando em descendentes férteis, além de estar adaptada a 

condições edafoclimáticas brasileiras (BRONDANI et al., 2001; BRONDANI et al., 2005).  
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O aumento da produtividade tem sido um dos principais alvos dos programas de 

melhoramento de arroz. Porém, o ganho de produtividade obtido pelos programas de 

melhoramento tem sido pequeno e está intimamente relacionado com o estreitamento da base 

genética das cultivares modernas de arroz (RANGEL et al., 1996; TANKSLEY & NELSON,

1996). Este estreitamento advém da utilização de genitores geneticamente relacionados nos 

programas de melhoramento para a obtenção de novas linhagens (MONCADA et al., 2001). 

Segundo Rangel et al., (1996), no Brasil, apenas dez genitores são responsáveis por 68% do 

“pool” gênico das variedades mais plantadas de arroz. Como consequência, este cereal atingiu o 

seu platô de produtividade e o ganho obtido pela seleção está em declínio. Diversos estudos 

reportam ganhos genéticos para a produtividade de grãos menores que 1% nos programas de 

melhoramento do arroz irrigado conduzidos no Brasil (SOARES et al., 1994; BRESEGHELLO et 

al., 1999; SANTOS et al., 1999; RANGEL et al., 2000). Logo, o uso de materiais geneticamente 

distintos do arroz cultivado, como genótipos exóticos (espécies silvestres e variedades 

tradicionais de arroz), é imprescindível para a ampliação da base genética desta cultura. Neste 

caso, estes materiais seriam utilizados em cruzamentos amplos com o 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 al., 2002).  

No Brasil, o desenvolvimento de linhagens interespecíficas O. sativa x O. glumaepatula

iniciou em 1995 (BRONDANI et al., 2001). Nestas linhagens foram identificadas características 

de interesse agronômico como rápido crescimento vegetativo e potencial produtivo (BRONDANI 

et al., 2002). Linhagens interespecíficas derivadas destes cruzamentos estão disponíveis para uso 

de programas de melhoramento do arroz no Brasil (RANGEL et al., 2007).  
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Tabela 1. Número de cromossomos, espécie, genoma e distribuições do gênero Oryza. 

Espécie 
Número de 
cromossomos Genoma Distribuição 

Complexo O. sativa    
O. sativa L. 24 AA Mundial
O. nivara Sharma et Shastry 24 AA Ásia tropical e subtropical
O. rufipogon Griff 24 AA Ásia tropical e subtropical
O. breviligulata A. Chev.et Roehr 24 AA África 
O. glaberrima Steud 24 AA Oeste da África 
O. barthii A. Chev.* 24 AA - *
O. longistaminata A.Chev. Et Roehr 24 AA África 
O. meridionalis Ng 24 AA Austrália Tropical 
O. glumaepatula Steud 24 AA América Central e do Sul 
Complexo O. officinalis   
O. minuta J.S.Pels.ex C.B.Presl. 48 BBCC Filipina e Papua Nova Guiné 
O. officinalis Wall ex Watt

24 CC 
Ásia tropical e subtropical, 
Austrália tropical 

O. rhizomatis Vaughan 24 CC Sri Lanca 
O. eichingeri A. Peter

24 CC 
Sul da África e Lesta da 
África 

O. latifolia Desv. 48 CCDD América central e do Sul 
O. alta Swallen 48 CCDD América central e do Sul
O. grandiglumis 48 CCDD América central e do Sul
O. punctata Kotschy ex Steud.

24, 48 
BB, 
BBCC 

África 

O. australiensis Domin. 24 EE Austrália Tropical
O. malapuzhaensis Krishnaswamy e 
Chandrasakaran*

48 BBCC - * 

Complexo O. granulata   
O. granulata Nees et Arn ex Watt 24 GG Sul e sudeste da Ásia
O. meyeriana (Zoll. Et Mor. ex Steud) 
Baill

24 GG Sudestes da Ásia 

Complexo O. ridleyi   
O. longiglumis Jansen

48 HHJJ 
Indonésia, Irian Jaya e Papua-
Nova Guiné 

O. ridleyi Hook.f. 48 HHJJ Sul da Ásia
Genoma desconhecido/ Ridleyanae 
Tateoka 

   

O. schlechteri Pilger** 48 - ** Papua Nova Guiné
Brachyantha B.R. Lu    
O. brachyantha A. Chev et Roehr 24 FF África 
Fonte: Modificado de Khush, 1997 e Vaughan, 2003. 
*Dados não disponíveis 
** Estudos moleculares afirmam que o genoma desta espécie é HHKK, porém, estudos recentes 
confrontaram estes resultados. Atualmente, seu genoma é considerado desconhecido sendo necessário um 
estudo mais aprofundado para caracterizar este genoma (GE et al.,1999; GE et al., 2001).  
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3.4 Proteínas 

A transcrição e a tradução são os meios pelos quais as células interpretam ou expressam 

suas instruções genéticas. A transcrição ocorre a partir de uma sequência de DNA, a qual é 

transcrita em uma sequência de ribonucleotídeos. Diversas cópias idênticas de RNA podem ser 

produzidas a partir do mesmo gene e cada molécula de RNA pode dirigir a síntese de diversas 

cópias idênticas de proteínas (ALBERTS et al., 1999). Muitas moléculas de RNA são 

processadas depois de serem sintetizadas, em reações pós-transcricionais como a fosforilação e a 

glicosilação. O destino final de qualquer RNA é a sua degradação completa. Isso é importante, 

pois certas proteínas são expressas apenas em um estágio de desenvolvimento de um organismo, 

e o RNA mensageiro (mRNA), que codifica tal proteína, deve ser  destruído no momento 

apropriado (NELSON & COX, 2002). 

A tradução ocorre a partir da mensagem genética unidimensional do mRNA, que é 

convertido em uma estrutura tridimensional de proteína (NELSON & COX, 2002). Algumas 

proteínas recém sintetizadas não atingem sua conformação final biologicamente ativa e por isso 

são alteradas por uma ou mais reações de processamento, chamadas de modificações pós-

traducionais, como fosforilação, metilação, acetilação, clivagem proteolítica, entre outras. Essas 

modificações podem ocorrer durante ou após a síntese protéica, e por isso, a estrutura final e 

função das diversas proteínas não podem ser definidas com base apenas nas sequências 

nucleotídicas dos genes que as codificam (CAHILL et al., 2001). 

As proteínas são as macromoléculas mais abundantes nas células vivas, podendo ocorrer 

em milhares de diferentes tipos, desde peptídeos de tamanho relativamente pequeno até enormes 

polímeros com massas moleculares na faixa de milhões (NELSON & COX, 2002). Proteínas são 

compostas de nitrogênio, carbono e oxigênio, e diferem de carboidratos e gorduras pelo seu 

conteúdo de nitrogênio (WAITZBERG, 2001). Algumas proteínas contêm componentes 

químicos permanentemente associados além dos aminoácidos, e são denominadas de proteínas 

conjugadas. As proteínas também exibem uma grande diversidade de funções biológicas, sendo 

os produtos finais mais importantes das vias de informação, além de instrumentos moleculares 

por meio dos quais a informação genética é expressa. As suas subunidades monoméricas 

relativamente simples fornecem a chave para a estrutura de milhares de proteínas diferentes 
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(Figura 1). Todas as proteínas são construídas com o mesmo conjunto de 20 aminoácidos, ligados 

covalentemente em sequências lineares características. As células são capazes de produzir 

proteínas com propriedades e atividades extraordinariamente diferentes, pela reunião dos mesmos 

vinte aminoácidos em muitas combinações e sequências diversas (NELSON & COX, 2002).  

As proteínas, por serem macromoléculas, possuem diferentes níveis de complexidade e 

por isso são estudadas em quatro níveis conceituais. As estruturas primárias são formadas por 

resíduos de aminoácidos unidos através de ligações covalentes (principalmente as ligações 

peptídicas e dissulfeto), e o elemento mais importante desta estrutura é a sua sequência de 

aminoácidos. A estrutura secundária refere-se aos arranjos particularmente estáveis dos resíduos 

de aminoácidos, e são frequentemente representadas por estruturas alfa-hélice e conformações β. 

A estrutura terciária descreve todos os aspectos do dobramento tridimensional de um 

polipeptídeo. Quando uma proteína possui duas ou mais subunidades polipeptídicas, seu arranjo 

espacial é denominado de estrutura quartenária (NELSON & COX, 2002) (Figura 2). Conhecer a 

estrutura tridimensional das proteínas é importante para compreender melhor a sua função. 

Somente quando uma proteína está em sua estrutura tridimensional correta é capaz de funcionar 

de maneira eficiente. Um conceito importante para o entendimento das proteínas é que a função é 

derivada da estrutura tridimensional, e a estrutura tridimensional é especificada pela sequência de 

aminoácidos (LODISH et al., 2005).  

Figura 1. Sequência dos aminoácidos Ser-Gly-Tyr-Ala-Leu em sua estrutura primária. Os 
peptídeos são nomeados a partir da extremidade aminoterminal. As ligações peptídicas estão 
sombreadas em amarelo, e os grupos laterais estão em vermelho.   
Fonte: Modificado de NELSON & COX, (2002). 
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Figura 2. Níveis de estruturação das proteínas. A) Estrutura primária: Sequência de aminoácidos 
unidos por ligações peptídicas e ligações dissulfeto. B) Estrutura secundária: Polipeptídeo 
enovelado em conformação α-hélice. C) Estrutura Terciária: Dobramento tridimensional de um 
polipeptídeo formado por estruturas do tipo α-hélice. D) Estrutura quartenária: É constituída por 
várias subunidades de estruturas terciárias.  
Fonte: Modificado de NELSON & COX, (2002). 

3.5 Proteínas de reserva dos cereais 

As proteínas de reserva dos cereais têm sido estudadas há mais de 250 anos, quando foi 

isolado pela primeira vez do glúten de trigo (BECCARI, 1745). Estas proteínas são divididas em 

quatro grupos principais: albuminas (solúveis em água), globulinas (solúveis em sais), prolamina 

(solúveis em álcool) e as glutelinas (solúveis em soluções ácidas ou básicas) (OSBORNE, 1924; 

SHOTWELL & LARKINS, 1989). Embora a classificação de Osborne ainda seja bastante 

utilizada, recentemente as proteínas foram divididas em três classes; proteínas de reserva, 

estruturais e metabólicas. As proteínas de reserva apresentam algumas características próprias, 

tais como: a) a possibilidade de serem acumuladas em grandes quantidades durante o 

desenvolvimento da semente, para permitir a germinação; b) são sintetizadas somente na semente 

e não em outros tecidos; c) não possuem outra atividade funcional fora da semente e, d) são 

depositadas principalmente em organelas especiais chamadas de corpos protéicos (SHEWRY & 

HALFORD, 2001).  

O teor de proteína de reserva total do grão varia entre os diferentes cereais, como para o 

arroz, que varia em torno de 5 – 13% (NAVES et al., 2006), a cevada, que varia entre 8 - 15% 

(SHEWRY, 1993), o milho, de 9 - 11% (ZUBER & DARRAH, 1987) e o trigo, de 7 – 22% 

A B C D
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(VOGEL et al., 1978). Os teores de diferentes aminoácidos 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 

então, o triptofano, que está ausente na fração prolamina em milho. A proteína de reserva mais 

abundante nos cereais é a prolamina, com exceção do arroz e da aveia, onde são encontradas em 

maior abundância a glutelina e a globulina, respectivamente. Assim como as leguminosas, o arroz 

e a aveia possuem um baixo teor de prolamina, e apresentam um alto teor do aminoácido 

essencial lisina (SHEWRY, 2007).  

Os diferentes teores protéicos das sementes encontrados em espécies distintas são 

influenciados fortemente por fatores ambientais, como temperatura, umidade, composição e 

fertilidade do solo (SOTELO et al.,1994). O aumento de nitrogênio no solo levou a um aumento 

no teor de lisina em diferentes cereais como o milho, o arroz, a cevada, a aveia, o trigo e o sorgo 

(MOSSÉ & HUET, 1990). Da mesma forma, o manejo da cultura afeta o acúmulo de proteína na 

cariopse, e a literatura disponível a esse respeito relata que a baixa densidade de semeadura, a 

maior disponibilidade de nitrogênio no solo, o controle adequado de doenças e um bom manejo 

de água contribuem para aumentar o teor protéico do arroz (DE DATTA et al., 1972; GOMEZ & 

DE DATTA, 1975). 

Dentre as quatro principais proteínas de reserva dos cereais, as globulinas apresentam 

coeficiente de sedimentação em torno de 7S e são similares as globulinas presentes em 

leguminosas e outras plantas dicotiledôneas (KRIZ, 1999). No entanto, essas proteínas não são 

estritamente necessárias para a função de reserva, pelo menos em variedades de milho, onde um 

mutante nulo comportou-se normalmente em termos de desenvolvimento e germinação (KRIZ & 

WALLACE, 1991).  

As prolaminas receberam essa denominação porque inicialmente acreditava-se que essa 

proteína era formada apenas por prolina e nitrogênio amida derivados de glutamina. Atualmente 

sabe-se que as proporções destes aminoácidos variam cerca de 30-70% entre diferentes grupos 

desta proteína e entre diferentes cereais (SHEWRY & HALFORD, 2001). A maioria das 

prolaminas apresenta duas características estruturais comuns. A primeira é a presença de 

domínios distintos e a segunda é a presença de aminoácidos constituídos por sequências repetidas 

em blocos, com base em um ou mais motivos de peptídeos curtos, enriquecidos por resíduos de 

aminoácidos específicos tais como a metionina. Estas características são responsáveis pela alta 
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proporção de glutamina, prolina e outros aminoácidos específicos como histidina, glicina, 

metionina e fenilalanina em alguns grupos de prolamina (SHOTWELL, 1999 & TAKAIWA et 

al., 1999).  

As albuminas no milho, além de funcionar como proteína de reserva auxiliando na 

germinação do embrião, pode funcionar também como inibidora de insetos e fungos patógenos 

antes da germinação (SINGH et al., 1991,1993).  

As glutelinas são as proteínas mais abundantes no endosperma do arroz, e correspondem a 

cerca de 80% do conteúdo protéico do grão (TAKAIWA et al., 1991). Essas proteínas são 

sintetizadas como subunidades de 57 kDa no retículo endoplasmático (RE) e depois de serem 

processadas formam polipeptídeos de 37 kDa (α-polipeptídeo ou α-glutelina) e de 20 kDa (β-

polipeptídeo ou β-glutelina) (YAMAGATA et al., 1982; FURUTA et al., 1986; KRISHNAN & 

OKITA, 1986; KATSUDE-TANAKA et al.; 2004). 

No arroz, as proteínas de reserva glutelina e globulina são sintetizadas no retículo 

endoplasmático e armazenadas nos grãos de aleurona, onde são denominadas de corpos protéicos 

II (protein body II) (YAMAGATA & TANAKA, 1986; FUTURA et al.; 1986). Já as prolaminas 

ficam armazenadas no retículo endoplasmático rugoso (RER), em estruturas especiais, 

denominadas de corpos protéicos I (protein body I) (TAKAIWA et al., 1999). Segundo Okita et 

al., (1993b) existem mecanismos específicos, como as chaperonas BiP (biding protein), que 

fazem com que as prolaminas permaneçam dentro do RER e não sejam endereçadas pra outros 

locais na célula (Figura 3).  

Figura 3. Localização intracelular dos corpos protéicos I e II através do método de microscopia 
imunoeletrônica.  
Fonte: Modificado de Kawakatsu et al., (2008). 

Prolaminas 

Globulinas e 
glutelinas 
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3.6 Estudos proteômicos  

3.6.1 Eletroforese SDS-PAGE e 2D-PAGE 

As proteínas podem diferir quanto ao tamanho, forma, carga, hidrofobicidade e por sua 

afinidade por outras moléculas. Todas essas propriedades podem ser exploradas, possibilitando 

assim separá-las (ALBERTS, 1999). A eletroforese é uma técnica importante para a separação de 

proteínas e consiste na migração de proteínas carregadas em um campo elétrico. Um sistema de 

eletroforese bastante utilizado é o SDS-PAGE, onde as cadeias polipeptídicas formam complexos 

com as moléculas de carga negativa do sódio dodecil sulfato (SDS) e migram como complexos 

SDS-proteína, fazendo com que a carga da proteína se torne insignificante, e conferindo a cada 

proteína uma razão entre carga e massa semelhante. Um agente redutor, β-mercaptoetanol, é 

geralmente adicionado para romper quaisquer ligações dissulfeto dentre e entre as proteínas. 

Nessas condições as proteínas migram a uma velocidade que reflete a suas massas moleculares 

através do gel de poliacrilamida (ALBERTS, 1999; NELSON & COX, 2002). Assim, as 

proteínas podem ser fracionadas por SDS-PAGE, sendo agrupadas em diferentes mono ou 

polipeptídeos, de acordo com suas massas moleculares (YAMAGATA et al., 1982; 

YAMAGATA & TANAKA, 1986).  

O’ Farrell & Klose (1975) demonstraram que era possível separar as proteínas com base 

em seus diferentes pontos isoelétricos (pI) por focalização isoelétrica (IEF) na primeira dimensão, 

e de acordo com sua massa molecular através de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE) na segunda dimensão. A associação destas duas técnicas é denominada de eletroforese 

em duas dimensões (2D-PAGE). Esta técnica também é bastante utilizada e é um meio eficiente 

para separar misturas complexas de proteínas (BLACKSTOCK & WEI, 1999). Após a 

eletroforese, as proteínas são visualizadas pela adição de um corante, como o Coomassie blue, 

que se liga às proteínas, mas não ao gel (ALBERTS, 1999; NELSON & COX, 2002).  
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3.6.2 Espectrometria de massa  

A espectrometria de massa é um método utilizado para identificação de proteínas e 

caracterização de modificações pós-transcricionais. O MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser-

Desorption Ionization Time Of flight) é uma técnica de espectrometria que fornece uma rápida 

identificação dos peptídeos a partir da excisão de proteínas do gel, seguido por digestão 

proteolítica (BLACKSTOCK & WEI, 1999). A tripsina é geralmente utilizada para a digestão das 

proteínas, cliva a região C-terminal adjacente a resíduos de arginina e lisina, gerando um 

conjunto de peptídeos únicos cujas massas são determinadas através de espectrometria de massa. 

Nessa técnica os peptídeos são cristalizados, através de uma matriz química, e as amostras são 

secas sobre uma placa. Em seguida, são bombardeadas por um laser, resultando em íons isolados, 

o que possibilita a análise em função de sua razão massa/carga (AGRAWAL & RAKWAL, 

2005).  

Outra técnica de espectrometria de massa é por electrospray, especificamente nano-

electrospray (EST), que é capaz de adicionar informações parciais da sequência, para 

complementar suas informações 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 possível detectar milhões de proteínas por semana, sendo 

possível automatizar o processo de excisão dos spots e adição de enzima ao peptídeo. Por outro 

lado, a técnica de electrospray, embora possua menor eficiência, oferece informações adicionais 

da sequência, bem como a massa do peptídeo e são especialmente úteis para identificação de 

modificações pós-transcricionais (BETTS et al., 1997).   

A partir da espectrometria de massa é possível identificar variações nas expressões 

protéicas em diferentes tecidos ou em diferentes condições fisiológicas e posteriormente analisar 

e comparar essas diferenças em bancos de dados, como:  

- Mascot: http://www.matrixscience.com/search_form_select.html  

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

- Tagdent: http://www.expasy.ch/tools/tagident.html

- Rice Proteome Database: http://gene64.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 

história da biologia vegetal. No entanto, ainda é necessária uma análise sistemática para a 

descoberta da função genômica. Para isso, é fundamental o auxilio do transcriptoma (análise da 

expressão dos genes), proteoma (análise dos polipeptídeos) e metaboloma (análise ampla dos 

metabólitos primário e secundários). Através dessas informações será possível entender o 

funcionamento do sistema biológico e a sua interação com o meio ambiente (AGRAWAL & 

RAKWAL, 2005). Portanto, o estudo das proteínas é essencial e indispensável para o 

entendimento das funções genômicas (GEISOW, 1998).  

Marc Wilkins e Keith Williams em 1993 propuseram pela primeira vez o termo 

“proteoma” para o estudo das proteínas em complemento ao estudo do genoma (BLACKSTOCK 

& WEI, 1999). O estudo das proteínas de um organismo é mais complexo do que o estudo 

genômico devido à dinâmica protéica em resposta às variações externas e internas na célula, além 

de diferirem de individuo pra individuo, e até mesmo de uma célula para outra (CANOVAS et 

al., 2004). Assim, de maneira geral, o proteoma estuda as proteínas presentes em uma célula, 

tecido, órgão ou organismo em um estágio definido de seu desenvolvimento. O estudo de 

proteínas começou com as análises de eletroforese em duas dimensões na década de 70 e avançou 

durante a década de 90, com o desenvolvimento de diferentes metodologias, como espectrometria 

de massa (PANDEY & MANN, 2000). 

O proteoma em plantas está em sua fase inicial, comparado a outros organismos como 

fungos, bactérias e mamíferos (BLACKSTOCK & WEI, 1999). Porém, nos últimos anos, este 

estudo em plantas tem avançado devido à espectrometria de massa associada a ferramentas de 

bioinformática (ROSSIGNOL et al., 2006; JORRIN et al., 2007). Além disso, o fato de algumas 

espécies possuírem o genoma estrutural de tamanho reduzido e já sequenciado, como 

Arabidopsis thaliana e o arroz (Oryza sativa), impulsionou o estudo proteômico (SUN et al., 

2009). Em 2002 foi publicada a sequência genômica completa do arroz Oryza sativa L. ssp. 

indica e Oryza sativa L. ssp. japonica, possibilitando uma melhor compreensão dos seus 

processos biológicos (GOFF et al., 2002; YU et al., 2002). O milho (Zea mays), o arroz (O. 

sativa) e Arabidopsis são considerados organismos-modelo para estudos proteômicos, sendo 
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identificadas mais de 5.000 proteínas de cada uma dessas espécies. Além disso, existem mais de 

80 publicações de estudos proteômicos em Arabidopsis relacionados a organelas ou tecidos (SUN 

et al., 2009). A espécie Nicotiana tabacum, apesar de não ter a sua sequência genômica 

completamente sequenciada, já possui proteínas identificadas, e essas informações estão 

disponíveis em bancos de dados proteômicos como Tobacco Proteome Database 

(http://www.pdata.ua.ac.be/BY2/modules/main/) (LAUKENS et al., 2004). A soja (Glycine max) 

e outras oleaginosas também possuem mapas proteômicos disponíveis em bancos de dados, como 

Proteomics of oilseeds (http://oilseedproteomics.missouri.edu) (HAJDUCH et al., 2005). 

Nos últimos anos, o conhecimento do proteoma de arroz teve um notável progresso, e 

atualmente existem 23 mapas de referências com informações relacionadas a culturas de células 

em suspensão, endosperma, embrião, panículas antes e pós-maturação, parede celular, membrana 

plasmática, núcleo, cloroplasto entre outros (Tabela 2). Já foram detectadas 13.129 proteínas 

expressas em diferentes tecidos e organelas, das quais 5.755 foram identificadas (KOMATSU, 

2006). Na folha do arroz, por exemplo, foram encontradas proteínas relacionadas com 

metabolismo primário e secundário, refletindo o complexo sistema fototrófico relacionado a este 

tecido. Além de proteínas relacionadas à produção de energia (possivelmente estão relacionadas 

com o transporte de elétrons ou síntese de ATP), também foram encontradas proteínas associadas 

com a defesa da planta contra doenças e variações ambientais. Na raiz foram identificadas 

proteínas relacionadas à defesa, assim como proteínas associadas ao metabolismo de amido, 

aminoácidos, lipídios e proteínas relacionadas à produção de energia, como o gliceraldeído 3-

fosfato desidrogenase. Em relação às proteínas presentes nas organelas das células de arroz, 

foram encontradas 464 proteínas na membrana plasmática, 141 proteínas na membrana do 

vacúolo (tonoplasto), 361 proteínas da membrana do complexo de Golgi, 672 em mitocôndrias e 

252 em cloroplastos (KOMATSU & TANAKA, 2004).  

Apesar do grande avanço na identificação de proteínas presentes em tecidos e organelas 

de arroz (KOMATSU et al., 2004), ainda há pouca informação sobre o proteoma do endosperma 

deste cereal (KOMATSU, 2006). Logo, adicionar informações a respeito destas proteínas é 

fundamental para complementar o seu mapa proteômico.  
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Tabela 2. Mapa proteômico disponível em bancos de dados de arroz 

Mapa Spots detectados * Spots identificados N° de entradas
Cultura de células em suspensão 962 245 245 
Endosperma 100 37 37
Embrião 639 409 409
Crescimento 700 480 480
Raiz de plântulas 508 48 48
Folhas de plântulas 431 145 145
Lâmina foliar de plântulas 679 235 200
Talo 567 186 186
Raiz de planta adulta 265 100 100 
Folhas de plantas adultas 509 115 115
Lâmina foliar de planta adulta 718 350 350
Antera 1080 365 365
Panícula antes de maturação 704 441 441 
Panícula após a maturação 559 361 361
Panícula uma semana após o florescimento 1073 324 324
Parede celular 513 111 111
Membrana plasmática 464 159 90
Membrana do vacúolo (tonoplasto) 141 74 43
Membrana de Golgi 361 187 44
Mitocôndria 672 369 121
Cloroplasto 252 159 66 
Núcleo 549 503 503
Fração citoplasmática 683 352 325
Total 13129 5755 5109
* Proteínas detectadas a partir de 2D-PAGE 
Fonte: KOMATSU,S. Plant proteomics Databases: Their Status in 2005. Current Bioinformatics, v.1, p. 
33-36, 2006.  
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5. Artigo 1: Análise quantitativa e do padrão em SDS-PAGE das proteínas de reserva do 
arroz silvestre nativo do Brasil Oryza glumaepatula

RESUMO 

As espécies silvestres de arroz são importantes fontes de variabilidade genética e são utilizadas 
para o melhoramento da espécie cultivada Oryza sativa. A espécie silvestre O. glumaepatula 
possui especial interesse por ser nativa do Brasil e possuir o genoma diplóide, o que torna viável 
seu cruzamento com o arroz. Este trabalho teve como objetivo quantificar e determinar os perfis 
protéicos totais e as quatro frações protéicas (albumina, globulina, prolamina e glutelina) 
presentes no endosperma do grão de 29 genótipos de O. glumaepatula. Através da análise de 
variância para o teor de proteína total e frações protéicas, foram encontradas diferenças altamente 
significativas (P<0,01) entre os genótipos. Os teores de proteína total dos genótipos silvestres 
apresentaram amplitude de variação de 14,94% (genótipo BGA14280) a 9,06% (BGA14179). As 
cultivares BRS Bonança e Primavera apresentaram valores inferiores de proteína total (8,65 e 
8,70%, respectivamente). O genótipo BGA14210 destacou-se por apresentar o maior teor de 
albumina (11,07%), enquanto o menor valor foi de 3,33% (BGA14269). Para as cultivares 
Primavera e BRS Bonança os teores foram de 4,42 e 5,98%, respectivamente. O teor de globulina 
para os genótipos silvestres apresentou variação de 14,48% (BGA14162) a 6,24% (BGA14137). 
Enquanto o teor de prolamina apresentou variação de 8,68% (BGA14162) a 3,89% (BGA14195). 
A glutelina, maior fração protéica do grão de arroz, apresentou amplitude de variação de 85,40% 
(BGA14269) a 72,96% (BGA14162). Já as cultivares Primavera e BRS Bonança apresentaram os 
seguintes teores: globulina 9,27 e 14,42%; prolamina 6,23 e 6,13%; e glutelina 80,07 e 73,46%, 
respectivamente. Os genótipos silvestres apresentaram elevados teores de albumina e glutelina 
em relação à O. sativa. Através da análise de SDS-PAGE foi encontrado um padrão diferencial 
de α-glutelinas entre os genótipos silvestres, com destaque para o genótipo BGA14232, que não 
apresentou um α-polipeptídeo em torno de 38-37 kDa comum aos demais genótipos. As α-
glutelinas de 40 kDa foram encontradas somente para a espécie O. glumaepatula, enquanto a O. 
sativa apresentou α-glutelinas de 39 kDa. As frações albumina, globulina e prolamina 
apresentaram um perfil de bandas protéicas similares entre os genótipos silvestres, havendo 
diferença apenas em relação à O. sativa. Através de cruzamentos interespecíficos, os padrões 
protéicos diferenciais e os elevados teores protéicos encontrados na espécie O. glumaepatula
potencialmente poderão ser transferidos para a O. sativa, contribuindo para o aumento do valor 
protéico do grão de cultivares de arroz do Brasil.  

Palavras-Chave: Oryza glumaepatula, teor protéico, globulina, prolamina, albumina e glutelina. 
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5.1 INTRODUÇÃO 

O gênero Oryza possui duas espécies cultivadas de arroz Oryza sativa e O. glaberrima, e 21 

espécies silvestres que estão distribuídas nas regiões tropicais e subtropicais do mundo. No Brasil, 

são encontradas quatro espécies silvestres de arroz: O. glumaepatula (AA), O. alta (CCDD), O. 

grandiglumis (CCDD) e O. latifolia (CCDD), que estão distribuídas pela América Central e outros 

países 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 à sua conservação e utilização como reservatório gênico por possuir o genoma diplóide, 

o que torna viável seu cruzamento com a espécie cultivada O. sativa, resultando em descendentes 

férteis, além de estar adaptada a condições edafoclimáticas brasileiras (BRONDANI et al., 2001; 

BRONDANI et al., 2005).  

No Brasil apenas 10 genitores são responsáveis por 68% do “pool” gênico das variedades 

mais plantadas de arroz. Como consequência, este cereal atingiu o seu platô de produtividade e o 

ganho obtido pela seleção está em declínio (RANGEL et al.,1996). Assim, a busca por materiais 

geneticamente distintos, como genótipos exóticos (espécies silvestres e variedades tradicionais de 

arroz), é imprescindível para a ampliação 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 seleção de novas linhagens e 

cultivares (BRONDANI et al., 2002). No Brasil, o desenvolvimento de linhagens interespecíficas O. 

sativa x O. glumaepatula iniciou em 1995 (BRONDANI et al., 2001). Nestas linhagens foram 

identificadas características de interesse agronômico como rápido crescimento vegetativo e potencial 

produtivo (BRONDANI et al., 2002). Linhagens interespecíficas derivadas destes cruzamentos estão 

disponíveis para uso de programas de melhoramento do arroz no Brasil (RANGEL et al., 2007).  

A análise das proteínas expressas pelo genoma (proteoma) é uma poderosa ferramenta 

molecular para o estudo de processos biológicos complexos em organelas, células, órgão ou 

tecidos (KOMATSU & KHAN, 2004). O arroz (O. sativa) é uma planta modelo nos estudos 

genômicos e proteômicos devido ao seu pequeno genoma em comparação aos demais cereais, e 

possuir bancos de dados públicos bem estabelecidos (DEVOS & GALE, 2000). Nos últimos 

anos, têm ocorrido significativos progressos para a identificação e catalogação das proteínas 



47 

presentes no arroz (O. sativa). Já foram detectadas 13.129 proteínas expressas em diferentes 

tecidos e organelas, das quais 5.755 foram identificadas (KOMATSU, 2006; KOMATSU et al., 

2004). Informações sobre o proteoma do arroz estão disponíveis em bancos de dados como Rice 

Proteome Database (http://gene64.dna.affrc.go.jp/RPD/). Assim como as técnicas de 

espectrometria de massa, a eletroforese das proteínas de reserva também é bastante utilizada para 

identificar diferentes padrões protéicos, permitindo traçar um perfil taxonômico e evolutivo entre 

as espécies (LUTHRA, 1999; RAO et al., 1990; DANDLANI et al., 1994 e RAN, 1996). Porém, 

há pouca informação nos bancos de dados sobre as proteínas de reserva do grão de arroz 

(KOMATSU, 2006).  

As proteínas de reserva são acumuladas em grandes quantidades durante o 

desenvolvimento das sementes para permitir a germinação, sendo depositadas principalmente em 

organelas especiais chamadas de corpos protéicos (SHEWRY & HALFORD, 2001). Como 

constatado por Lúmen e Chow (1995) e relatado por Kim et al., (2009), o teor de proteína total no 

endosperma do arroz (O. sativa) varia entre 4,3 a 18,2%. Essas proteínas de reserva são divididas 

em quatro frações de acordo com as suas diferentes solubilidades: albuminas (solúveis em água), 

globulinas (solúveis em sais), prolamina (solúveis em álcool) e as glutelinas (solúveis em 

soluções ácidas ou básicas) (OSBORNE, 1924; SHOTWELL & LARKINS, 1989). Segundo 

Steenson & Sathe (1995), a média de albumina no grão de arroz polido é de 5,9%, globulina 

13,8%, prolamina 5,8% e glutelina 74,5%. 

A qualidade protéica de um alimento é determinada pela composição e biodisponibilidade 

de seus aminoácidos essenciais (BRESSANI, 1991; YOUNG & PELLETT, 1994), e por este 

motivo, a proteína do arroz é considerada de boa qualidade porque contém oito dos dez 

aminoácidos essenciais ao homem. Comparado a outros cereais como o milho e o trigo, o arroz 

possui alto teor do aminoácido essencial lisina, conferindo alta digestibilidade e qualidade 

nutricional (NALIVKO et al., 1975; HUEBNER et al., 1990). Sem dizer, que em países do 

Sudeste Asiático como Bangladesh, Laos, Vietnã, Mianmar e Camboja, o arroz é responsável por 

mais de 50% da energia e da proteína diária (FAOSTAT, 2001). No Brasil, o arroz é responsável 

por 14% da energia e 10% da proteína consumidas diariamente pela população (NAVES & 

BASSINELLO, 2006). 
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Apesar do arroz ser uma importante fonte de proteína e energia, a identificação de 

genótipos O. glumaepatula com alto teor protéico e o desenvolvimento de linhagens 

interespecíficas a partir desta espécie, poderá aumentar o conteúdo protéico do grão cultivado. 

Este aumento terá grande impacto para a alimentação humana, sobretudo na dieta da população 

de países pobres.  

Este trabalho teve como objetivo quantificar as proteínas totais, quantificar as frações 

protéicas e identificar os perfis protéicos, através de eletroforese SDS-PAGE, das proteínas 

presentes no endosperma da semente de 29 genótipos da espécie O. glumaepatula, provenientes 

dos Estados de Goiás, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Amazonas e Roraima;  
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5.2 MATERIAL E MÉTODOS 

5.2.1 Material vegetal 

As atividades de extração, isolamento, análises por eletroforese em gel e as dosagens das 

proteínas foram realizadas no Laboratório de Biotecnologia da Embrapa Arroz e Feijão.  

As sementes de arroz foram fornecidas pelo programa de melhoramento da Embrapa 

(Figura 1), sendo utilizados 29 genótipos silvestres de arroz Oryza glumaepatula oriundos de 

coletas realizadas em cinco Estados brasileiros: Goiás (GO), Mato Grosso (MT), Mato Grosso do 

Sul (MS), Amazonas (AM) e Roraima (RR) (Figura 2 e Tabela 1). Os 29 genótipos foram 

utilizados para a análise quantitativa das proteínas totais e frações protéicas e para a análise 

qualitativa de proteína total por eletroforese SDS-PAGE (Tabela 1). Para análise qualitativa das 

frações foram selecionados 12 genótipos representativos de diferentes Estados. Como controle 

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

Figura 1. Exemplo da variabilidade de sementes de arroz com casca, sem casca e polidas de 
populações de O. glumaepatula utilizadas neste trabalho. 
Foto: Karina Santos 

BGA14269 BGA14204 BGA14270 BGA14202 BGA14203 BGA14197

BGA14195 BGA14200 BGA14198 BGA14210 BGA14199 BGA14206

BGA14207 BGA14201 BGA14269 BGA14196 BGA14205 BGA14208

BGA14269
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Figura 2. Pontos de coleta no Brasil de populações da espécie silvestre de arroz O. glumaepatula
utilizadas neste trabalho. 

1. Normandia - RR
2. Alto Alegre - RR 
3. Boa Vista - RR 
4. Cacaraí - RR 
5. Lago Tefé - Rio Solimões-AM 
6. Ilha Trocarí - Rio Solimões-AM 
7. Poconé - MT 
8. Porto Manga - MS 
9. Itapirapuã - GO 
10. Uruana - GO 
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5.2.2 Extração das proteínas totais e das frações protéicas para análise quantitativa 

O preparo das amostras protéicas foi realizado a partir dos grãos secos, polidos, moídos e 

desengordurado com acetona (P.A.), obtendo assim uma farinha seca e homogênea para o 

preparo dos extratos. A extração sequencial das proteínas totais e das frações protéicas foi 

realizada segundo Doll & Andersen (1981) e Turley & Ching (1986), com modificações, que 

exploram as características de solubilidade de cada fração protéica. A partir da farinha foi 

possível fazer a extração total e a extração das quatro frações (albumina, globulina, prolamina e 

glutelina) de cada genótipo. 

Para a extração total foram pesadas 10mg de cada farinha em tubos de microcentrífuga e 

adicionado 250µL de NaOH 0,1M. Essa mistura foi agitada por 1 hora, centrifugada (13.000 rpm 

por 10 minutos) e o sobrenadante coletado.  

A extração das frações foi realizada de modo sequencial de acordo com a característica de 

cada fração protéica. Para isto foram pesadas 20mg de cada farinha em tubos de microcentrífuga 

e adicionados 500µL de água destilada para a extração da albumina. Em seguida foi agitada por 1 

hora, centrifugada (13.000 rpm por 5 minutos) e coletado o sobrenadante. O precipitado 

resultante foi utilizado para a extração da fração em sequência. No mesmo tubo foi adicionado 

500µL de Tris 10mM pH 7,4 contendo NaCl 0,5M para a extração da globulina. Esta mistura foi 

agitada por 1 hora, centrifugada (13.000 rpm por 5 minutos) e coletado o sobrenadante. Ainda 

sobre o mesmo precipitado, foi adicionado 500µL de isopropanol 60%, utilizado para a extração 

da fração prolamina. Esta mistura também foi agitada por 1 hora, centrifugada 13.000 rpm por 5 

minutos e o sobrenadante coletado. Por último foi adicionado 500µL 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 extração total quanto para a extração fracionada as amostras foram 

submetidas a agitação, centrifugação e coleta do sobrenadante por duas vezes, a fim de extrair 

uma maior quantidade de proteína. Estes procedimentos foram realizados em três repetições 

independentes para cada genótipo, objetivando diminuir as variações prováveis (desvio-padrão) 

de cada amostra. Ao final das extrações as amostras foram mantidas a -20°C (Figura 3). 
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Figura 3. Fluxograma da metodologia de extração de proteína total e frações protéicas das 
sementes de arroz para análise quantitativa pelo método de Bradford.  

Sementes 

Secas, descascadas, 
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Frações

20mg da farinha
 tratados c/ 500µL

Extração 
Proteína Total

10mg da farinha
 tratados c/ 250µL  

de NaOH 0,1M 

Coletar o
 sobrenadante 

Proteína total

Coletar o
 sobrenadante 

Coletar o
 sobrenadante 

Coletar o
 sobrenadante 

Prolamina

H2O

NaCl

Isopropanol  

Albumina

NaOH 
GlutelinaDosagem 

por Bradford 

Agitar 
1h (2X) 

Agitar 
1h (2X) 

Centrifugar 
(13.000 rpm por 5’) 

Centrifugar  

Centrifugar  

Centrifugar  

Dosagem 
por Bradford 

Globulina

Agitar 
1h (2X) 

Agitar 
1h (2X) 



54 

5.2.3 Dosagens de proteínas 

A partir das extrações das proteínas totais e das frações de cada genótipo, as amostras foram 

utilizadas para as dosagens de proteínas pelo método de Bradford (1976). As dosagens das 

proteínas totais e das frações foram realizadas em triplicatas a partir de cada uma das três 

repetições independentes de cada genótipo. Como padrão de comparação foi utilizada uma curva 

de calibração com BSA (soro albumina bovina) nas concentrações de 2,5 a 40µg.µL -1. 

5.2.4 Preparo das amostras de proteína total para análise em eletroforese SDS-PAGE 

O preparo das amostras de proteína total para a análise qualitativa em gel de poliacrilamia 

desnaturante foi realizado a partir de 20mg de farinha e 350μL de tampão de amostra (Tris 

10mmol.L-1, 1% de β-mercaptoetanol, 2% de SDS, 3% de glicerol e azul de bromofenol). Em 

seguida as amostras foram fervidas por 10 minutos para a desnaturação e utilizadas para 

eletroforese SDS-PAGE. 

5.2.5 Extração das quatro frações e preparo das amostras para análise em eletroforese SDS-

PAGE 

Para o preparo das amostras das frações foi utilizada 100mg de farinha e adicionado 

500µL de solução Tris-HCl (pH 7.5) e 1mM EDTA para a extração da albumina. Essa solução foi 

agitada por 1 hora e centrifugada durante 15 minutos à 4°C. O sobrenadante foi coletado e 

precipitado com 1,5mL de acetona P.A, homogeneizado por inversão e armazenado overnight a -

20°C. Em seguida foi utilizado 500µL de solução Tris-HCl (pH 7.5), 1mM EDTA e 0.5M NaCl 

para extrair a globulina. Essa solução foi agitada por 1 hora e centrifugada durante 15 minutos à 

4°C. O sobrenadante foi coletado e precipitado com 1,5mL de acetona P.A, homogeneizado por 

inversão e armazenado overnight a -20°C. Ainda utilizando a mesma farinha inicial foi 

acrescentado 500µL de isopropanol 60% para extrair a prolamina. Essa solução foi agitada por 1 

hora e centrifugada durante 15 minutos à 4°C. O sobrenadante foi coletado e precipitado com 

1,5mL de acetona P.A, homogeneizado por inversão e armazenado overnight no freezer. Depois 
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das frações serem precipitadas overnight no freezer, foram centrifugadas à 15°C por 15 minutos e 

o sobrenadante descartado. Em seguida os precipitados foram secos em aparelho rotativo a vácuo 

(speedvac), e posteriormente as frações protéicas albumina, globulina e prolamina foram 

ressuspensas em 80µL de Tris-HCl 0.125M pH 6.8, 20% de glicerol, 0.001% de azul de 

bromofenol e 2% de β-mercaptoetanol. Essas amostras foram agitadas por 30 minutos e 

armazenada a -20°C. 

Para a extração da glutelina foi utilizada 30mg de farinha desengordurada. Após extrair as 

demais frações, como citado acima, foi acrescentado 700µL de tampão de extração para glutelina 

(Tris-HCl 50mM pH 6.8, 4% de SDS, Uréia a 8M, 5% de β-mercaptoetanol e 20% de glicerol), 

segundo Kawakatsu et al., (2008). Esta mistura foi agitada durante 2 horas e centrifugada durante 

15 minutos à 4°C. O sobrenadante foi coletado e precipitado com 1,5mL acetona P.A, 

homogeneizado por inversão e armazenado overnight no freezer. Após precipitar a glutelina 

overnight no freezer, esta proteína foi centrifugada à 15°C por 15 minutos e o sobrenadante 

descartado. Em seguida os precipitados foram secos em aparelho rotativo a vácuo (speedvac), e 

posteriormente a glutelina foi ressuspensa em tampão de amostra (Tris 10mmol/L, 1% de β-

mercaptoetanol, 2% de SDS, 3% de glicerol e azul de bromofenol). Essa fração protéica foi 

agitada durante 1 hora, fervida por 10 minutos e armazenada a -20°C (Figura 4). Foram 

consideras três repetições de cada amostra para a determinação do perfil protéico dos genótipos 

silvestres.  
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Figura 4. Fluxograma da extração das quatro frações protéicas presentes no endosperma do 
arroz, para posterior análise em eletroforese.
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5.2.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante SDS-PAGE 

A análise do perfil protéico total e das frações albumina, globulina e prolamina foi 

realizada em gel de poliacrilamida desnaturante SDS-PAGE em sistema de tampão descontínuo 

segundo Laemmli (1970), tendo o gel concentrador a 4,5% e o gel separador a 14%. Para a fração 

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 à eletroforese a 80mA por cerca de 3 horas. Para a corrida foi utilizado o tampão Tris 

(0,125M), glicina (0,96M) e SDS (0,5%). Os géis após a corrida foram fixados em solução de 

metanol (50%), ácido acético (10%) e água (40%) por 10 minutos. Em seguida foram colocados 

em solução corante (0,05% Coomassie Brilliant Blue R250, 50% metanol, 10% ácido acético e 

40% de água) e posteriormente descorados em metanol (5%), ácido acético (7%) e água (88%). 

Por último foram fotografados por câmera digital de 7,2 megapixels (Sony Cyber-shot DSC-

P200) e as imagens obtidas foram padronizadas no Paint Shop Pro versão 7.01(Jasc® Software). 

A partir das imagens foi possível 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 padrão (Amershan LMW Calibration Kit For SDS Electrophoresis – GE Healthcare).  

5.2.7 Análise estatística  

Através das dosagens pelo método de Bradford foram calculados os valores médios de 

proteína total e das frações protéicas. Com o resultado das triplicatas das repetições de cada 

amostra, foi realizada a análise de variância utilizando o delineamento inteiramente casualizado, 

no programa estatístico Genes (CRUZ, 2001). O teste de comparação de médias entre os 

genótipos silvestres e os controles foi realizado pelo método 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 minimização da variação dentro do grupo e 

maximização da variação entre os grupos. A partir das médias do conteúdo protéico (proteína 

total e frações protéicas) de cada genótipo, aplicou-se o método de Ward (WARD, 1963) no 
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programa estatístico SAS (SAS INSTITUTE, 1995). Através deste método pode-se obter 

agrupamento dos dados similares, o que possibilita observar a existência de algum padrão ou 

grau de organização dentro do conjunto de dados. 
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

5.3.1 Análise de variância e teste de médias para os teores protéicos dos genótipos de arroz 

O. glumaepatula

Este é o primeiro trabalho que descreve a determinação do conteúdo de proteína de 

reserva da espécie silvestre O. glumaepatula. Foi observada através da análise de variância entre 

os 29 genótipos silvestres de arroz Oryza glumaeptaula uma diferença altamente significativa

(P<0,01) para os teores de proteína total e para as quatro frações protéicas. Através do teste de 

comparação de médias Scott-Knott, os teores de proteína total foram divididos em quatro grupos 

distintos, com amplitude de variação de 14,94% (genótipo silvestre BGA14280) a 9,06% 

(BGA14179), apresentando média geral de 12,17% (Tabela 2). Os controles BRS Bonança 

(8,65%) e Primavera (8,70%), juntamente com os genótipos silvestres BGA14210 (10,14%), 

BGA14232 (9,81%), BGA14233 (9,13%) e BGA14179 (9,06%), apresentaram os menores teores 

de proteína total (Tabelas 2 e 3).  

Kennedy & Burlingame (2003), ao analisarem o teor de proteína total 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 variação de 4,5 a 15,9%, e para O. glaberrima a média obtida foi de 

13,6% com variação de 10,2 a 15,9%, neste caso, próximo aos valores encontrados para a espécie 

silvestre O. glumaepatula. Juliano et al., (1968), ao analisarem o teor de proteína total de 

coleções de germoplasma de arroz cultivado, também encontraram uma grande variação para o 

conteúdo protéico de 5 a 18%, com média de 9,5%. Cao et al., (2009) também encontraram em 

variedades chinesas de arroz (O. sativa) uma ampla variação no teor de proteína total de reserva 

(7,38 a 15,41%).  

Silveira, (2009), encontrou uma amplitude de variação de 20,2 a 4,4% para o conteúdo de 

proteína total de 550 acessos da Coleção Nuclear Brasileira de Arroz, e propôs uma divisão do 

teor protéico do grão em: Alto (teores maiores ou iguais a 12%), médio (11,9 a 9%) e baixo 

(teores menores ou iguais a 8,9%). Considerando essa divisão, entre os 29 genótipos silvestres 

avaliados neste estudo, foram encontrados 16 genótipos com alto teor de proteína total e 13 

genótipos com teor médio. Nenhum genótipo silvestre apresentou baixo conteúdo de proteína 
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total. Ao contrário do que foi observado nos controles, BRS Bonança e Primavera, que 

apresentaram baixo teor de proteína total (Tabela 2). 

Tabela 2. Relação dos teores de proteína total e frações protéicas dos 29 genótipos de arroz 
silvestre O. glumaepatula e dos controles O. sativa Primavera e BRS Bonança.

Genótipos Proteína total1 (%) Albumina1 (%) Globulina1 (%) Prolamina1 (%) Glutelina1 (%) 

BGA14280 14,94 a 4,46 c 11,26 b 6,88 a 77,38 c 
BGA14187 14,89 a 5,83 b 9,28 c 6,94 a 77,93 c 
BGA14208 14,53 a 3,68 d 7,36 d 4,62 b 84,33 a 
BGA14197 14,22 a 3,65 d 8,10 d 5,26 b 82,97 a 
BGA14201 14,19 a 4,78 c 7,25 d 6,05 b 81,90 b 
BGA14137 14,06 a 3,60 d 6,25 d 5,42 b 84,76 a 
BGA14207 13,98 a 4,77 c 6,62 d 5,22 b 83,37 a 
BGA14200 13,35 b 6,18 b 8,39 c 5,08 b 80,32 b 
BGA14268 13,13 b 4,55 c 7,88 d 5,91 b 81,68 c 
BGA14204 12,92 b 4,74 c 8,52 c 6,58 a 80,14 b 
BGA14205 12,90 b 4,00 d 7,64 d 4,93 b 83,42 a 
BGA14198 12,81 b 3,98 d 9,62 c 6,19 b 80,20 b 
BGA14202 12,60 b 3,90 d 8,11 d 5,21 b 82,76 a 
BGA14160 12,47 b 5,38 b 12,69 b 7,63 a 74,28 c 
BGA14188 12,42 b 5,00 b 11,55 b 7,11 a 76,31 c 
BGA14203 12,30 b 5,20 b 9,03 c 6,74 a 79,01 c 
BGA14269 11,79 c 3,33 d 6,64 d 4,62 b 85,40 a 
BGA14186 11,50 c 4,57 c 10,42 b 4,94 b 80,09 b 
BGA14270 11,42 c 5,74 b 9,75 c 5,43 b 79,07 c 
BGA14162 11,05 c 3,86 d 14,48 a 8,68 a 72,96 d 
BGA14196 11,01 c 4,43 c 7,89 d 6,01 b 81,64 b 
BGA14206 10,79 c 4,31 c 7,15 d 6,38 a 82,15 b 
BGA14170 10,65 c 4,63 c 8,36 c 8,37 a 78,64 c 
BGA14199 10,50 c 5,29 b 6,74 d 7,31 a 80,64 b 
BGA14195 10,28 c 4,07 d 9,07 c 3,88 b 82,96 b 
BGA14210 10,14 d 11,07 a 7,18 d 4,87 b 76,86 c 
BGA14232 9,81 d 4,80 c 11,15 b 8,01 a 76,04 c 
BGA14233 9,13 d 5,76 b 10,71 b 6,42 a 77,08 c 
BGA14179 9,07 d 5,20 b 12,04 b 5,83 b 76,93 c 
Primavera 8,70 d 4,42 c 9,27 c 6,23 a 80,07 b 
BRS Bonança 8,65 d 5,98 b 14,42 a 6,13 b 73,46 c 

1 Conteúdo protéico em relação a % de proteína total por mg de farinha. As letras representam as diferenças 
significativas entre as médias obtidas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 
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Tabela 3. Análise descritiva e resumo da análise de variância dos 29 genótipos silvestres de arroz 
O. glumaepatula.  

Média 
(%) 

Valor máximo 
(%) 

Valor mínimo 
(%) 

Desvio padrão 
(%) 

C.V 
(%) 

G.L Q.M.R **

Proteína total 12,17 14,94 9,07 1,75 4,20 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 8,86 30 0,659536  
Prolamina 6,09 8,68 3,89 1,31 10,66 30 0,419335  
Glutelina 80,04 85,40 72,96 3,33 1,53 30 1,502009  

**Significância para P < 0,01. 

Através do teste de comparação 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 genótipo silvestre BGA14210 destacou-se por conter o maior teor de albumina 

(11,07%) enquanto o genótipo BGA14269 obteve o menor teor (3,33%). Os teores de globulina 

apresentaram uma média de 9,01%, e também foram divididos em quatro grupos distintos. O 

genótipo BGA14162 apresentou o maior teor de globulina (14,48%) enquanto o BGA14137 (ou 

RS-16) apresentou o menor (6,24%). Já os teores de prolamina foram divididos em dois grupos 

estatisticamente distintos e apresentaram média de 6,09%. A amplitude de variação para esta 

proteína foi de 8,68% (BGA14162) a 3,89% (BGA14195). A média geral de glutelina foi de 

80,04%, apresentando variação de 85,40% (BGA14269) a 72,96% (BGA14162), e os valores 

foram divididos em quatro grupos estatisticamente distintos.  

Já cultivares Primavera e BRS Bonança 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 espécie O. glumaepatula. Não houve diferença significativa entre os maiores teores de 

globulina presente no silvestre BGA14162 e na cultivar BRS Bonança (Tabelas 2 e 3).  

Agboola et al., (2005), caracterizaram variedades australianas de arroz O. sativa e 

encontraram uma média de 15% de globulina, 6% de albumina, 3% de prolamina e 76% de 

glutelina. Esses autores também identificaram a glutelina como fração predominante no 

endosperma, seguida, na ordem, por globulina, albumina e prolamina. Cao et al., (2009) 

encontraram para fração albumina teores de 6,24 a 9,73%, globulina de 5,98 a 7,48%, prolamina 

de 5,53 a 6,91%, 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 variação 

observada para a espécie cultivada de arroz. No entanto, alguns genótipos apresentaram teores 

protéicos relativamente elevados, como para o genótipo BGA14280, que apresentou 14,94% de 

proteína total. Embora o genótipo BGA14210 tenha apresentado uns dos menores teores de 

proteína total, apresentou elevado teor de albumina (11,07%) (Tabela 2). Segundo Taira (1995) e 

Sgarbieri (1996), a albumina é a fração protéica do arroz que possui maior teor de lisina. Este 

aminoácido possui alta digestibilidade e como consequência alta qualidade nutricional 

(NALIVKO et al., 1975; HUEBNER et al., 1990; OGAWA et al.,1987; TANAKA et al., 1975; 

TANAKA et al., 1980). Deste modo, o genótipo BGA14210 pode ter um grande potencial para o 

aprimoramento nutricional do arroz cultivado, através de sua utilização como genitor em 

programas de melhoramento genético do arroz.  

5.3.2 Análise de Ward 

O método de Ward foi adotado neste trabalho para verificar se existe uma relação entre os 

teores protéicos (proteína total e frações protéicas) e a Unidade de Federação de origem. Através 

deste método pode-se obter agrupamento dos dados similares, o que possibilita observar a 

existência de algum padrão ou grau de organização dentro do conjunto de dados. Foi observada a 

formação de dois principais grupos A e B. O grupo A foi formado por sete genótipos oriundos 

dos Estados de Roraima, Goiás, Amazonas e Mato Grosso do Sul. O grupo B foi formado por 22 

genótipos encontrados nos Estados de Goiás, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Amazonas e 

Roraima (Figura 5 e Tabela 1). O coeficiente de aglomeração 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 genótipos do grupo A houve maior distância de 

aglomeramento, devido a inclusão de genótipos com conteúdo protéico diferenciado, como o 

genótipo BGA14210, o qual possui elevado teor de albumina. Os demais genótipos foram 

agrupados em B, apresentando menor distância de aglomeramento e maior proximidade dos 
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conteúdos protéicos (Figura 5 e Tabela 1). Alguns genótipos de Roraima com teores protéicos 

similares, e com coeficiente de aglomeração igual a zero, ficaram dentro de um mesmo subgrupo, 

como o BGA14206 e o BGA14196 (Figura 5 e Tabela 1). Porém, essa tendência não se repetiu 

para todos os genótipos de Roraima, como para o genótipo BGA14207, que teve o conteúdo 

protéico mais próximo ao genótipo BGA14137, oriundo do Amazonas. De modo similar, os 

genótipos BGA14160 e o BGA14188 possuem teores protéicos bastante próximos e origens 

distintas (Amazonas e Mato Grosso do Sul, respectivamente) (Figura 5 e Tabela 1).  

Deste modo, não houve uma tendência de agrupar os acessos de acordo como seus teores 

protéicos totais e frações por local de origem. Isso demonstra a grande variabilidade desta espécie 

de arroz silvetre nativa do Brasil. 
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5.3.3 Análise qualitativa por eletroforese SDS-PAGE das proteínas totais dos 29 genótipos 

de arroz O. glumaepatula 

A glutelina é a fração protéica predominante no endosperma do arroz (aproximadamente 

80%) (TAKAIWA et al., 1991). As glutelinas são divididas em α-glutelinas ou glutelinas ácidas e 

β-glutelinas ou glutelinas básicas. As α-glutelinas possuem massa molecular em torno de 37 kDa, 

enquanto as β-glutelinas possuem massa molecular em torno de 20 kDa (YAMAGATA et al.,

1982; FURUTA et al., 1986; KRISHNAN & OKITA, 1986; KATSUDE-TANAKA et al.; 2004). 

Jahan et al.,(2001) analisou através de SDS-PAGE as proteínas totais da espécie O. sativa, e 

dividiu as α-glutelinas de acordo com a massa molecular em: glutelinas α-1 (39 kDa), α-2 (38 

kDa), α-3 (37,5 kDa a 37 kDa) e α-4 (34 - 33kDa). As β-glutelinas foram dividas em β-1 (23 

kDa), β-2 (22.5 kDa) e β-3 (22 kDa). Segundo a divisão de Jahan et al., (2001), neste trabalho os 

genótipos silvestres apresentaram em SDS-PAGE diferentes α-glutelinas estando presente as 

glutelinas α-1, α-2, α-3 e α-glutelinas de 40, 36 e 35 kDa que não foram enquadradas na divisão 

destes autores.  

As cultivares BRS Bonança e Primavera apresentaram glutelinas α-1, α-3 e α-glutelinas 

de 35 kDa (Figuras 6, 8, 9 e Tabela 4). Todos os genótipos silvestres apresentaram glutelinas α-2 

e α-glutelinas de 40 kDa, excetuando o genótipo BGA14232 que não apresentou glutelinas α-2 e 

α-3, e por isso apresentou um perfil de α-polipeptídeos diferencial (Figuras 6, 7 e Tabela 4). Por 

outro lado, este genótipo apresentou glutelina α-1 presente também nos genótipos silvestres 

BGA14202, BGA14195 e BGA14201, e nas cultivares BRS Bonança e Primavera. As glutelinas 

α-3 estiveram presentes em dezessete genótipos O. glumaepatula, assim como nas 2 cultivares O.

sativa (Figuras 6, 8, 9 e Tabela 4). Apenas sete genótipos apresentaram α-glutelinas de 36 kDa, 

enquanto os demais apresentaram α-glutelinas de 35 kDa, excetuando os genótipos BGA14137, 

BGA14208 e BGA14203, que não apresentaram essas α-glutelinas de 35 e 36 kDa (Figuras 6, 8, 

9 e Tabela 4).  

As cultivares BRS Bonança e Primavera, juntamente com doze genótipos silvestres, 

apresentaram três bandas α-glutelinas. Porém, oito desses doze genótipos silvestres apresentaram 

a terceira banda de α-glutelina com uma forte intensidade, o que pode ter dificultado a separação 

e visualização de uma provável quarta banda de α-glutelina. O preparo de tampão de amostra 
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com uma maior concentração de β-mercaptoetanol poderia promover uma quebra mais eficiente 

das pontes de dissulfeto entre os α-polipeptídeos, e assim permitir uma melhor resolução das 

bandas de α-glutelina. Os demais genótipos silvestres apresentaram nitidamente quatro α-

glutelinas (Figuras 6, 8, 9 e Tabela 4). 

A espécie O. glumaepatula apresentou um α-polipeptídeo diferencial de 40 kDa que não 

foi encontrado para as cultivares BRS Bonança e Primavera (Figura 6). As β-glutelinas 

apresentaram baixa resolução nos géis e não foi possível separá-las. No entanto, a sua massa 

molecular ficou em torno de 21 a 19 kDa, para os genótipos silvestres e as cultivares de arroz, 

sendo esses valores próximos, porém inferiores ao relatado por Jahan et al., (2001). Além da 

visualização das α-glutelinas e β-glutelinas, através dos géis de proteína total, foi possível 

observar proteínas com massa molecular em torno de 60 kDa, que provavelmente estão 

relacionadas à síntese de amido, e são denominadas de proteína WAXY (Figuras 6, 8 e 9) 

(KAWAKATSU et al., 2008).  

Borght et al., (2006) encontraram em variedades de arroz O. sativa α-glutelinas com 

massa molecular em torno de 32 kDa e β-glutelinas em torno de 25 kDa. Para a espécie O. 

glumaepatula as α-glutelinas com massa molecular em torno de 30 a 32 kDa estão ausentes ou 

apresentaram baixa concentração, e por isso não foi possível visualizá-las (Figuras 6, 8 e 9). 

Contudo, outros trabalhos relataram para o arroz O. sativa a presença de α-glutelinas com massa 

molecular de 30 a 39 kDa, e β-glutelinas com massa molecular de 19 a 25 kDa (JULIANO, 1985; 

KAGAWA et al., 1988; KISHIMOTO et al., 1999; SHIH, 2004). Para a O. glumaepatula foram 

encontradas α-glutelinas com massa molecular de 35 a 40 kDa estando próximo a amplitude de 

variação 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 α-glutelinas com massa molecular de 39 e 37 kDa, e β-glutelinas com massa molecular 

de 23 e 22 kDa. A massa molecular destas β-glutelinas foram superiores, porém próximas a 

encontrada para a espécie O. glumaepatula.  

As α-glutelinas e β-glutelinas para espécie O. glumaepatula apresentaram polipeptídeos 

com massa molecular próximas às encontradas para a espécie O. sativa. No entanto, as α-

glutelinas de 40 kDa foram mais comumente expressas na espécie O. glumaepatula. Segundo 

Khan et al., (2008), essas diferenças nos perfis de glutelina podem estar associadas a diferentes 
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pressões evolutivas e diferentes funções citológicas, como a eficiência no armazenamento de 

nitrogênio e carbono.  

Figura 6. Eletroforese SDS-PAGE de proteína total extraído das sementes dos genótipos silvestres de 
arroz O. glumaepatula e das cultivares O. sativa BRS Bonança e Primavera. Linha 1: BGA14233, linha 
2: BGA14232, linha 3: BGA14280, linha 4: BGA14160, linha 5: BGA14162, linha 6: BGA14170,
linha 7: BGA14179, linha 8: BGA14186, linha 9: BGA14187, linha10: Marcador de baixa massa 
molecular padrão (GE Healthcare), linha 11: BGA14188, linha 12: BRS Bonança e linha 13: Primavera. 
Os controles foram destacados em vermelho. A seta indica um perfil diferencial com a ausência das α-
glutelina α-2 e α-3. A banda correspondente a proteína Waxy está indicada no gel. Gel de poliacrilamida 
desnaturante a 14%, corado com Coomassie Blue R250.  

Figura 7.  Imagem comparativa da análise eletroforética de proteína total entre três genótipos de O. 
glumaepatula e a espécie O. sativa (destacada em vermelho). A seta indica um perfil diferencial com a 
ausência das α-glutelinas α-2 e α-3. Região ampliada extraída 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.  

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

Proteína 
WAXY

α-glutelina 

β-glutelina

     1                   2                   3                   4   

97.0
66.0

45.0

30.0

20.1

14.4

α-glutelina 



68 

  

Figura 8. Eletroforese SDS-PAGE de proteína total extraída das sementes dos genótipos 
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 padrão (GE Healthcare); linha 7: BGA14210; linha 8: BGA14207; linha 9:
BGA14208; linha 10: BGA14137. As setas indicam a intensa banda de α-polipeptídeos. A banda 
correspondente a proteína Waxy está indicada no gel. Gel de poliacrilamida desnaturante a 14%, 
corado com Coomassie Blue R250. 
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Figura 9. Eletroforese SDS-PAGE de proteína total extraída das sementes dos genótipos 
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 padrão (GE 
Healthcare); 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 α-
polipeptídeos. A banda correspondente a proteína Waxy está indicada no gel. Gel de 
poliacrilamida desnaturante a 14%, corado com Coomassie Blue R250. 
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Tabela 4. Relação das α-glutelinas de diferentes massas moleculares de 29 genótipos silvestres 
de arroz O. glumaepatula e dos controles O. sativa Primavera e BRS Bonança. 

Genótipos 40 kDa 39 kDa 38 kDa 37 kDa 36 kDa 35 kDa 
BGA14233 + - + + - + 
BGA14232 + + - - - + 
BGA14280 + - + + - + 
BGA14160 + - + + - + 
BGA14162 + - + + - + 
BGA14170 + - + + - + 
BG114179 + - + + - + 
BG114186 + - + + - + 
BGA14187 + - + + - + 
BGA14188 + - + + - + 
BGA14268 + - + - + - 
BGA14204 + - + + + - 
BGA14203 + - + + - - 
BGA14197 + - + + + - 
BGA14200 + - + + + - 
BGA14210 + - + + + - 
BGA14207 + - + + + - 
BGA14208 + - + + - - 
BGA14137  + - + + - - 
BGA14270 + - + - + - 
BGA14202 + + + - - + 
BGA14195 + + + - - + 
BGA14198 + - + - - + 
BGA14199 + - + - - + 
BGA14206 + - + - - + 
BGA14201 + + + - - + 
BGA14269 + - + - - + 
BGA14196 + - + - - + 
BGA14205 + - + - - + 
Primavera - + - + - + 

BRS Bonança - + - + - + 
Bandas presentes: + 
Bandas ausentes: -  



71 

5.3.4 Análise qualitativa por eletroforese SDS-PAGE das frações protéicas de 12 genótipos 

representativos de O. glumaepatula

  

A técnica de SDS-PAGE é um poderoso método analítico para estimar a massa molecular 

e avaliar a pureza da molécula de proteína (KHAN et al., 2008). Assim, através desta técnica a 

fração albumina dos genótipos de O. glumaepatula apresentaram proteínas de alta (97 a 52 kDa), 

média (41 a 30 kDa) e baixa (25 a 15 kDa) massa molecular (Figura 10) . Entre esses genótipos o 

perfil da fração albumina foi bastante similar, apresentando diferenças quando comparado à 

espécie O. sativa. Os genótipos silvestres apresentaram uma banda intensa com massa molecular 

em torno de 18 kDa, enquanto as cultivares Primavera e BRS Bonança não apresentaram essas 

proteínas ou então, apresentaram baixa concentração e não foram visualizadas (Figura 10).  

O perfil das globulinas foi similar entre os genótipos silvestres de arroz e as variedades 

cultivadas, havendo diferença apenas na intensidade das bandas entre os diferentes genótipos, o 

que pode indicar uma expressão diferencial para essas proteínas. As globulinas também 

apresentaram proteínas de alta (98 a 52 kDa), média (41 a 30 kDa) e baixa (25 a 15 kDa) massa 

molecular (Figura 11). Além disso, alguns genótipos apresentaram bandas bastante intensas na 

faixa de 25 kDa. Cagampang et al., (1976) encontraram para a fração globulina bandas mais 

intensas em torno de 20 kDa, e bandas com massa molecular variando de 110 kDa a 7,9 kDa para 

a O. sativa. Chandi & Sogi (2007) também encontraram para O. sativa uma grande variação de 

massa molecular para as frações albumina e globulina. Estes autores encontraram para albumina 

proteínas com massa molecular de 96 a 24 kDa, e para as globulinas a variação foi de 118 a 23 

kDa.  

A prolamina apresentou um padrão similar de bandas entre os genótipos silvestres e as 

cultivares de arroz, sendo caracterizada por proteínas de baixa massa molecular (18 a 15 kDa) 

(Figura 12). Porém, foram observadas diferenças na intensidade das bandas indicando diferenças 

na expressão destas proteínas (Figura 12). Borght et al., (2006) encontraram prolaminas com 

massa molecular entre 16 e 10 kDa, esses valores foram próximos aos observadas nos doze 

genótipos de O. glumaepatula. Já Chandi & Sogi (2007), encontraram prolaminas um pouco 

maiores, apresentando massa molecular de 28 a 24 kDa, que não foram observadas neste estudo.  
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As diferenças de massa molecular entre as frações protéicas encontradas neste trabalho e 

na literatura podem estar relacionadas com variações genotípicas, modificações pós-traducionais 

dessas proteínas de reserva, além de possíveis variações metodológicas e ambientais.  

Através dos géis para a análise da fração glutelina foi possível identificar, para os 

genótipos BGA14268 e BGA14208, α-glutelinas com massa molecular em torno de 34 kDa que 

não foram separadas nos géis de proteína total (Figura 8 e 13). Os genótipos BGA14197 e 

BGA14207, no gel de proteína total, apresentaram quatro α-glutelinas sendo a última banda com 

massa molecular de 36 kDa. No entanto, a visualização desta quarta banda não foi nítida (Figura 

8). Através dos géis da fração glutelina foi possível observar nitidamente a presença das quatra 

bandas de α-glutelina, sendo que a última 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 variação na massa molecular pode estar relacionada com a diferença de 

metodologia para extração da proteína total e da fração glutelina. O tampão para a extração da 

glutelina, por possuir maior concentração de β-mercaptoetanol, mostrou-se mais eficiente para a 

quebra das pontes dissulfeto e por isso separou melhor os α-polipeptídeos.  

As cultivares também apresentaram uma quarta banda de α-glutelina, a qual não havia 

sido observada nos géis de proteína total, com massa molecular em torno de 34 kDa e 

denominada por Jahan et al., (2001) de glutelina α-4. Os demais genótipos silvestres 

apresentaram glutelinas com massa molecular próximas às encontradas nos géis de proteína total, 

com variação de 40 a 34 kDa para as α-glutelinas, e 21 a 19 kDa para as β-glutelinas (Figura 13).  

Entre as espécies e entre os genótipos foram encontradas variações de α-glutelinas. 

Acessos de O. glumaepatula apresentaram α-glutelina de 40 kDa, a qual não foi encontrada para 

as duas cultivares de O. sativa. O genótipo BGA14232 não apresentou α-glutelinas de 38 e 37 

kDa comuns aos demais genótipos, como já havia sido observado nos géis de proteína total 

(Figura 14). 

As α-glutelinas são codificados por uma pequena família de multigenes, as quais podem 

ser classificadas em 2 subfamílias: Glutelina tipo A (GluA) e glutelina tipo B (GluB). Essas 

glutelinas são típicas da espécie O. sativa japonica e são compostas por seis subunidades 

maiores: GluA1, GluA2, GluA3, GluB1, GluB2 e GluB4; e três menores: GluB43, GluB22 e 

GluB42 (KATSUBE-TANAKA et al., 2004). A subfamília GluB possui melhor qualidade 
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nutricional (20% a mais de lisina) comparada à GluA (TAKAIWA et al., 1991). No trabalho de 

Khan et al., (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 geral, 

foram encontrados padrões diferenciais nos mapas constituídos pelo conjunto de spots de 

glutelinas de cada espécie. A maior variabilidade de α-glutelinas esteve presente em espécies 

silvestres de arroz, sobretudo aquelas que não possuíam o genoma AA.

Os resultados encontrados por estes autores demonstraram a grande diversidade de α-

glutelinas para espécies silvestres do gênero Oryza, melhor qualidade nutricional por 

apresentarem maiores teores de lisina comparada à O. sativa, e a potencial contribuição desses 

genótipos silvestres para o melhoramento da qualidade nutricional do arroz cultivado. No 

presente trabalho também foi encontrada grande diversidade de α-glutelinas para espécie O. 

glumaepatula, e por isso foi proposta uma nova classificação para as α-glutelinas: glutelinas α-1 

de 40 kDa, α-2 de 39 kDa, α-3 de 38 kDa, α-4 de 37 kDa, α-5 de 36 kDa e α-6 de 35 ou 34 kDa.  

Essa grande diversidade de α-glutelinas sugere a importância da espécie silvestre O. 

glumaepatula como fonte de aminoácidos de maior valor nutricional que poderia ser transferido 

para o arroz cultivado, através de cruzamentos interespecíficos.  
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Figura 10. Eletroforese SDS-PAGE da fração albumina extraída 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 Bonança; linha 8:
Primavera; linha 9: Marcador de baixa massa molecular padrão (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 vermelha indica a diferença entre as espécies, 
com a ausência ou baixa intensidade das proteínas de 18 kDa para a 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 fração globulina extraída da semente de arroz O. 
glumaepatula e O. sativa. Linha 1: BGA14233; linha 2: Primavera; linha 3: BRS Bonança;
linha 4: BGA14162; linha 5: Marcador de baixa massa molecular padrão (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 fração prolamina extraída da semente de arroz O. 
glumaepatula e O. sativa. Linha 1: Primavera; linha 2: BRS Bonança; linha 3: BGA14170; 
linha 4: BGA14179; linha 5: BGA14280; linha 6: BGA14233; linha 7: marcador de baixa 
massa molecular padrão (GE Healthcare); linha 8: BGA14160; linha 9: BGA14162; linha 10:
BGA14268; linha 11: BGA14207; linha 12: BGA14232; linha 13: BGA14208; linha14:
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 fração glutelina extraída da semente de arroz O. glumaepatula e
O. sativa. Linha 1: BRS Bonança; linha 2: Primavera ;linha 3: BGA14280; linha 4: marcador de baixa 
massa molecular padrão (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 ausência de um α-polipetídeo. As setas brancas indicam a presença de α-glutelina 
com massa molecular em torno de 35 e 34 kDa que não foram visualizadas no gel de proteína total. Os 
controles foram destacados em vermelho. Gel de poliacrilamida desnaturante a 13%, corado com 
Coomassie Blue R250. 

Figura 14. Imagem comparativa da análise eletroforética da fração glutelina entre cinco genótipos O. 
glumaepatula e a espécie O. sativa (destacada em vermelho). A seta preta indica a ausência de uma banda 
de proteína comum aos outros genótipos. Região ampliada extraída 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 CONCLUSÕES 

1. Os maiores teores de proteína total e frações protéicas foram encontrados em acessos da 

espécie silvestre de arroz O. glumaepatula em relação à espécie cultivada O. sativa.  

2. As diferenças nos perfis protéicos encontrados entre as espécies O. sativa e O. 

glumaepatula podem estar relacionadas com variações genotípicas e modificações pós-

traducionais.  

3. Os maiores teores protéicos e as diferenças nos perfis protéicos encontrados na espécie O. 

glumaepatula reforçam a importância da utilização desta espécie como fonte de 

variabilidade genética em cruzamentos interespecíficos com a espécie O. sativa visando o  

aumento do conteúdo protéico do arroz.
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6. ARTIGO 2: Análise quantitativa e de SDS-PAGE das proteínas de reserva de linhagens 
interespecíficas Oryza sativa x Oryza glumaepatula.

RESUMO 

A espécie silvestre Oryza glumaepatula ocorre no Brasil, e desde 1995 vem sendo utilizada para 
transferir genes úteis para o arroz cultivado O. sativa por meio de cruzamentos interespecíficos. 
Este trabalho teve como objetivo quantificar e determinar os perfis protéicos totais e das frações 
protéicas presentes no endosperma do grão de 70 linhagens desenvolvidas a partir dos 
cruzamentos interespecíficos Oryza sativa BG90-2 x O. glumaepatula RS-16 e O. sativa CICA-8 
x O. glumaepatula RS-16. Através da análise de variância para o teor de proteína total e frações 
protéicas foram encontradas diferenças altamente significativas (P<0,01) entre os genótipos. 
Entre os cruzamentos foram encontradas cinco linhagens interespecíficas com maior conteúdo de 
proteína 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 proteína total (14,06%). Algumas linhagens interespecíficas apresentaram valores 
superiores das frações protéicas quando comparadas aos parentais, exceto para a fração glutelina, 
onde o parental silvestre RS-16 apresentou altos teores juntamente com seis linhagens 
interespecíficas. A fração prolamina foi a que apresentou maior aumento nas linhagens, cerca de 
100%, em relação ao parental CICA-8, seguida da globulina, com aumento de 89% em relação ao 
RS-16, a albumina com aumento de 84% em relação aos parentais CICA-8 e RS-16, e a glutelina 
com aumento de 6% em relação ao BG90-2. Através da análise de SDS-PAGE foi encontrado um 
perfil de proteína total similar entre as linhagens interespecíficas e os parentais. A espécie 
silvestre apresentou um perfil protéico diferenciado para as frações albumina, globulina e 
prolamina. Para todos os genótipos, a fração glutelina apresentou os quatro principais α-
polipeptídeos, com variação de massa molecular de 40 a 34 kDa. Apenas o RS-16 apresentou α-
glutelinas de 40 kDa, enquanto os demais genótipos apresentaram α-glutelinas de 39 kDa. Estes 
resultados inéditos, juntamente com resultados anteriores que apontaram linhagens 
interespecíficas com maior potencial produtivo, indicam que cruzamentos O. sativa x O. 
glumaepatula poderão gerar cultivares de arroz com maior teor protéico e mais produtivas.  

Palavras-Chave: O. glumaepatula, cruzamento interespecífico, proteína de reserva. 
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6.1 INTRODUÇÃO 

O arroz é consumido por cerca de 60% da população mundial e em países em 

desenvolvimento é a principal fonte de proteínas e carboidratos (KAWAKATSU et al., 2008). 

Alguns cereais possuem proteínas com importantes propriedades funcionais e nutricionais 

(DHINGRA & JOOD, 2002). O arroz possui um perfil de aminoácidos essenciais mais adequado 

quando comparado a outros cereais, como o milho e o trigo, por possuir alto teor do aminoácido 

essencial lisina, alta digestibilidade e consequentemente alta qualidade nutricional (NALIVKO et 

al., 1975; HUEBNER et al., 1990).  

O grão de arroz é composto basicamente por amido e proteína. Grande parte das proteínas 

do grão são proteínas de reserva (LASZTITY, 1996; CAGAMPANG et al., 1966). As plantas 

acumulam as proteínas de reserva como fonte de aminoácidos para possibilitar o 

desenvolvimento da semente e permitir a germinação (CHRISPEELS 1985, SHOTWELL & 

LARKINS 1988). As proteínas de reserva do arroz são divididas em quatro grupos principais de 

acordo com suas diferentes solubilidades: albuminas (solúveis em água), globulinas (solúveis em 

sais), prolamina (solúveis em álcool) e as glutelinas (solúveis em soluções ácidas ou básicas) 

(OSBORNE, 1924; SHOTWELL & LARKINS, 1989). Para proteger estas proteínas de serem 

degradadas existem estruturas especiais, denominadas de corpos protéicos I e II, onde as 

proteínas de reserva ficam armazenadas. No arroz, a glutelina e a globulina são sintetizadas no 

retículo endoplasmático e armazenadas nos corpos protéicos II (protein body II) (YAMAGATA 

& TANAKA, 1986; FUTURA et al.; 1986). Já as prolaminas ficam armazenadas no retículo 

endoplasmático rugoso em estruturas especiais, denominadas de corpos protéicos I (protein body 

I) (TAKAIWA et al., 1999).  

Em geral, o teor de proteína total do grão de arroz (O. sativa) é em torno de 7% (SHIH, 

2004; VANNUCCHI et al., 1990). No entanto, existe uma grande variação deste conteúdo 

protéico entre as diferentes variedades de arroz. Lúmen & Chow (1995), por exemplo, 

encontraram teores protéicos com variação de 4,3 a 18,2% para a O. sativa. Essa grande variação 

é influenciada tanto pelas diferenças genotípicas quanto pelas variações ambientais como 

radiação solar e temperatura, que interferem no crescimento e no conteúdo protéico do 

endosperma (JULIANO & BECHTEL, 1985). Steenson & Sathe (1995) quantificaram as frações 
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protéicas é encontraram valores em torno de 5,9% de albumina, 13,8% de globulina, 5,8% de 

prolamina e 74,5% de glutelina. A maior fração do arroz é a glutelina, perfazendo cerca de 70 a 

80% da proteína total do grão, e apresenta teores mais elevados de lisina em relação à globulina e 

a prolamina (TAIRA, 1995; SGARBIERI, 1996), o qual é o aminoácido mais limitante nos 

cereais.   

Nos últimos anos grande ênfase tem sido dada à realização de cruzamentos entre o arroz 

cultivado e espécies silvestres, objetivando ampliar a base genética do arroz, e com isto 

desenvolver genótipos com maior desempenho agronômico (BRAR et al., 1996; JENA et al., 

1990; MULTANI et al., 1994; MAHMOUD et al., 2008). As espécies silvestres são importantes 

reservatórios gênicos e desempenham um papel fundamental na melhoria das espécies cultivadas, 

contribuindo com genes para resistência a estresses bióticos e abióticos (MORISHIMA et al., 

2001; AMMIRAJU et al., 2006). Como exemplos incluem o gene de resistência ao vírus tungro

da espécie Oryza nivara para o arroz cultivado, e genes de resistência a bacterioses a partir de O. 

longistaminata transferidos também para o arroz  (BRAR & KHUSH, 1997). Resultados 

favoráveis em relação à qualidade nutricional do grão também foram observados a partir de 

linhagens interespecíficas de arroz, como relatado por Mahmoud et al., (2008), que obtiveram 

aumento do conteúdo protéico em linhagens desenvolvidas a partir do cruzamento O. nivara x O. 

sativa. 

O Brasil é um dos poucos países que ainda dispõem de populações extensivas de 

germoplasma silvestre em condições naturais, como na Amazônia e no Pantanal Matogrossense, 

isoladas de cultivos comerciais, e sem a introgressão de alelos 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 estão distribuídas do México 

até o norte da Argentina. Todas existem no Brasil e são hidrófilas (OLIVEIRA et al., 1991). 

Destas espécies que ocorrem no continente Americano, Oryza glumaepatula tem despertado 

maior interesse, especialmente no que diz respeito à sua conservação e utilização como 

reservatório gênico, por possuir o genoma diplóide, o que torna viável seu cruzamento com a 

espécie cultivada O. sativa, resultando em descendentes férteis, além de estar adaptada a 

condições edafoclimáticas brasileiras (BRONDANI et al., 2001; BRONDANI et al., 2005). O 

desenvolvimento de linhagens interespecíficas O. sativa x O. glumaepatula iniciou em 1995 no 
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Brasil (BRONDANI et al., 2001). Nestas linhagens foram encontradas características de interesse 

agronômico como rápido crescimento vegetativo e maior potencial produtivo (BRONDANI et al., 

2002).  

O objetivo deste trabalho foi analisar a proteína de reserva do grão de linhagens 

interespecíficas 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 MÉTODOS 

6.2.1 Material vegetal 

As atividades de extração, isolamento, análises por eletroforese em gel e as dosagens das 

proteínas foram realizadas no Laboratório de Biotecnologia da Embrapa Arroz e Feijão. 

Foram analisadas linhagens interespecíficas derivadas de dois cruzamentos 

interespecíficos 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 à 

Coleção Nuclear Brasileira de Arroz e possuem características de interesse agronômico. A 

cultivar BG90-2 tem origem no Sri Lanka, enquanto a cultivar CICA-8 é oriunda da Colômbia. O 

genitor silvestre RS-16 foi coletado no Estado do Amazonas na Ilha Trocarí, próximo ao Rio 

Solimões.  

Para o cruzamento O. glumaepatula RS-16 x O. sativa BG 90-2 foram avaliadas 34 

linhagens interespecíficas RC2F8 através da análise quantitativa de proteína total e frações 

protéicas do grão (Figura 1 e Tabela 1). Já para análise qualitativa de proteína total foram 

utilizadas 15 linhagens e para determinação do perfil protéico das frações albumina, globulina, 

prolamina e glutelina, foram utilizadas quatro linhagens distintas. Estas linhagens foram 

cultivadas na fazenda Palmital 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 interespecíficas RC2F10 (Figura 2 e Tabela 1). Essas linhagens foram utilizadas para a 

análise quantitativa de proteína total e frações protéicas. Para a determinação do perfil protéico 

(análise qualitativa) de proteína total também foram utilizadas quinze linhagens e para as frações 

foram utilizadas quatro linhagens. Estas linhagens foram cultivadas na fazenda Palmital em Santo 

Antônio de Goiás (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. Relação das 34 Linhagens interespecíficas do cruzamento BG90-2 x RS-16 e relação 
das 36 Linhagens interespecíficas do cruzamento CICA-8 x RS-16 utilizadas para a análise 
quantitativa. As linhagens utilizadas para a análise qualitativa de proteína total e análise 
qualitativa das frações protéicas foram identificadas. 

Linhagens do cruzamento BG90-2 x RS-16 Linhagens do cruzamento CICA-8 x RS-16 

CNA10851*1 CNA10855 CNA11032 CNA11083 
CNA10867* CNA10871 CNA11050*1 CNA11085
CNA10858* CNA10879 CNA11028*1 CNA11049 
CNA10859* CNA10861 CNA11054* CNA11039 
CNA10870* CNA10872 CNA11038* CNA11099 
CNA10880* CNA10877 CNA11026* CNA11089 
CNA10884* CNA10866 CNA11044* CNA11095
CNA10868*1 CNA10882*1 CNA11091* CNA11138
CNA10869 CNA10865* CNA11116* CNA11047 
CNA10860 CNA10863* CNA11034 CNA11086
CNA10881 CNA10857* CNA11036 CNA11092*1

CNA10862 CNA10854* CNA11041 CNA11084*1

CNA10852 CNA10876*1 CNA11025 CNA11053* 
CNA10883 CNA10878* CNA11134 CNA11069*
CNA10856 CNA10874 CNA11045 CNA11109* 
CNA10864 CNA10873 CNA11119 CNA11051* 
CNA10885 CNA10875 CNA11130 CNA11067* 

- - CNA11029 CNA11074
*Análise qualitativa de proteína total 
1Análise qualitativa das frações 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 interespecífica do 
cruzamento RS-16 x BG90-2  
Foto: Karina Santos 

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 interespecífica do 
cruzamento RS-16 x CICA-8.  
Foto: Karina Santos 
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6.2.2 Extração das proteínas totais e das frações protéicas para análise quantitativa 

O preparo das amostras protéicas foi realizado a partir dos grãos secos, polidos, moídos e 

desengordurados com acetona (P.A.), obtendo assim uma farinha seca e homogênea para o 

preparo dos extratos. A extração sequencial das proteínas totais e das frações protéicas foi 

realizada segundo Doll & Andersen (1981) e Turley & Ching (1986), com modificações, que 

exploram as características de solubilidade de cada fração protéica. A partir desta farinha foi 

possível fazer a extração de proteína total e a extração das quatro frações (albumina, globulina, 

prolamina e glutelina) de cada genótipo. 

Para a extração de proteína total foram pesados 10mg de cada farinha em tubos de 

microcentrífuga e adicionado 250µL de NaOH 0,1M. Essa mistura foi agitada por 1 hora, 

centrifugada (13.000 rpm por 10 minutos) e o sobrenadante coletado.  

A extração das frações foi realizada de modo sequencial de acordo com a característica de 

cada fração protéica. Para isto foram pesados 20mg de cada amostra em tubos de microcentrífuga 

e adicionados 500µL de água destilada para a extração da albumina. Em seguida foi agitada por 1 

hora, centrifugada (13.000 rpm por 5 minutos) e coletado o sobrenadante. O precipitado 

resultante foi utilizado para a extração da fração em sequência. No mesmo tubo foi adicionado 

500µL de Tris 10mM pH 7,4 contendo NaCl 0,5M para a extração da globulina. Esta mistura foi 

agitada por 1 hora, centrifugada (13.000 rpm por 5 minutos) e coletado o sobrenadante. Ainda 

sobre o mesmo precipitado, foi adicionado 500µL de isopropanol 60%, utilizado para a extração 

da fração prolamina. Esta mistura também foi agitada por 1 hora, centrifugada 13.000 rpm por 5 

minutos e o sobrenadante coletado. Por último foi adicionado 500µL 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 extração total quanto para a extração fracionada as amostras foram 

submetidas a agitação, centrifugação e coleta do sobrenadante por duas vezes a fim de extrair 

uma maior quantidade de proteína. Estes procedimentos foram realizados em três repetições 

independentes para cada genótipo, a fim de diminuir as variações prováveis (desvio-padrão) de 

cada amostra. Ao final das extrações as amostras foram mantidas a temperatura de -20°C (Figura 

3). 



91 

6.2.3 Dosagens de proteínas 

A partir das extrações das proteínas totais e das frações de cada genótipo, as amostras foram 

utilizadas para as dosagens de proteínas pelo método de Bradford (1976). As dosagens das 

proteínas totais e das frações foram realizadas em triplicatas a partir de cada uma das três 

repetições independentes de cada genótipo. Como padrão de comparação foi utilizado uma curva 

de calibração com BSA (soro albumina bovina) nas concentrações de 2,5 a 40 µg.µL -1. 

6.2.4 Preparo das amostras de proteína total para análise em eletroforese 

O preparo das amostras de proteína total para a análise qualitativa em gel de poliacrilamia 

desnaturante foi realizado a partir de 20mg de farinha e 350μL de tampão de amostra (Tris 10 

mmol.L-1, 1% de β-mercaptoetanol, 2% de SDS, 3% de glicerol e azul de bromofenol). Em 

seguida as amostras foram fervidas por 10 minutos para a desnaturação e utilizadas para 

eletroforese SDS-PAGE. 

6.2.5 Extração das quatro frações e preparo das amostras para análise em eletroforese 

Para o preparo das amostras das frações, foi utilizada 100 mg de farinha e adicionado 

500µL de solução de Tris-HCl (pH 7.5) e 1mM EDTA  para extrair a albumina. Essa solução foi 

agitada por 1 hora e centrifugada durante 15 minutos à 4°C. O sobrenadante foi coletado e 

precipitado com 1,5mL de acetona P.A, homogeneizado por inversão e armazenado overnight no 

freezer à -20°C. Em seguida foi utilizado 500µL de solução de Tris-HCl (pH 7.5), 1mM EDTA e 

0.5M NaCl para extrair a globulina. Essa solução foi agitada por 1 hora e centrifugada durante 15 

minutos à 4°C. O sobrenadante foi coletado e precipitado com 1,5mL de acetona P.A, 

homogeneizado por inversão e armazenado overnight no freezer. Ainda utilizando a mesma 

farinha inicial foi acrescentado 500µL de isopropanol 60% para extrair a prolamina. Essa solução 

foi agitada por 1 hora e centrifugada durante 15 minutos à 4°C. O sobrenadante foi coletado e 

precipitado com 1,5mL de acetona P.A, homogeneizado por inversão e armazenado overnight no 

freezer. Depois das frações serem precipitadas overnight no freezer, foram centrifugadas à 15°C 
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por 15 minutos e o sobrenadante descartado. Em seguida os precipitados foram secos em 

aparelho rotativo a vácuo (speedvac), e posteriormente as frações protéicas albumina, globulina e 

prolamina foram ressuspensas em 80µL de Tris-HCl 0.125M pH 6.8, 20% de glicerol, 0.001% de 

azul de bromofenol e 2% de β-mercaptoetanol. Essas amostras foram agitadas por 30 minutos e 

armazenadas em freezer à -20°C. 

Para a extração da glutelina foi utilizada 30mg de farinha desengordurada. Após extrair 

sequencialmente as demais frações, como citado acima, foi acrescentado 700µL de tampão de 

extração para glutelina (Tris-HCl 50mM pH 6.8, 4% de SDS, Uréia a 8M, 5% de β-

mercaptoetanol e 20% de glicerol) (KAWAKATSU et al., 2008). Esta mistura foi agitada durante 

2 horas e centrifugada durante 15 minutos à 4°C. O sobrenadante foi coletado e precipitado com 

1,5mL acetona P.A, homogeneizado por inversão e armazenado overnight no freezer. 

Posteriormente a solução contendo a fração glutelina foi centrifugada à 15°C por 15 minutos e o 

sobrenadante descartado. Em seguida os precipitados foram secos em aparelho rotativo a vácuo 

(speedvac), e posteriormente a glutelina foi ressuspensa em tampão de amostra (Tris 10mmol/L, 

1% de β-mercaptoetanol, 2% de SDS, 3% de glicerol e azul de bromofenol). Essa fração protéica 

foi agitada durante 1 hora, fervida por 10 minutos e armazenadas em freezer à -20°C (Figura 4). 

Foram consideras três repetições de cada amostra para a determinação do perfil protéico dos 

genótipos silvestres.  

6.2.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante SDS-PAGE 

A análise do perfil protéico total e das frações albumina, globulina e prolamina foram 

realizadas em gel de poliacrilamida desnaturante SDS-PAGE em sistema de tampão descontínuo 

segundo Laemmli (1970), sendo o gel concentrador a 4,5% e o gel separador a 14%. Para a 

fração glutelina o gel separador foi preparado a 13%, mantendo-se o gel concentrador a 4,5%. Os 

géis foram submetidos à eletroforese a 80mA no sistema Rubi SE 600 (Amersham Biosciences) 

por cerca de 3 horas. Para a corrida foi utilizado o tampão Tris 0,125M, glicina 0,96 M, SDS 

0,5%. Após a corrida, os géis foram colocados em solução corante (0,05% Coomassie Brilliant 

Blue R250, 50% metanol, 10% ácido acético e 40% de água) e posteriormente descorados em 

metanol (5%), ácido acético (7%) e água (88%). Por último os géis foram fotografados por 
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câmera digital de 7,2 megapixels (Sony Cyber-shot DSC-P200) e as imagens obtidas foram 

padronizadas no Paint Shop Pro versão 7.01(Jasc® Software). A partir das imagens foi possível 

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 padrão de baixa massa molecular (Amershan LMW 

Calibration Kit For SDS Electrophoresis, GE Healthcare).  

6.2.7 Análise estatística  

Através das dosagens pelo método de Bradford foram calculados os valores médios de 

proteína total e das frações protéicas. A partir das triplicatas das repetições de cada amostra 

aplicou-se a análise de variância utilizando o delineamento inteiramente casualizado. Em seguida 

foi realizado o teste de comparação de médias entre as linhagens de cada cruzamento e seus 

parentais pelo método de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Este teste visa à separação das 

médias em grupos distintos, através da minimização da variação dentro do grupo e maximização 

da variação entre os grupos. As análises foram realizadas no programa estatístico Genes (CRUZ, 

2001). Enquanto o gráfico de barras foi construído no programa GraphPad Prism versão 5.0 

(Collection Software). 
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

6.3.1 Análise de variância e teste de médias para as proteínas totais e frações protéicas das 

linhagens interespecíficas 

Os valores de quantificação dos teores protéicos totais e das frações protéicas, das 

linhagens interespecíficas de ambos os cruzamentos, apresentaram na análise de variância uma 

diferença altamente significativa (P<0,01). Através do teste de comparação de médias Scott-

Knott, os teores de proteína total foram divididos em oito grupos distintos para as linhagens do 

cruzamento BG90-2 x RS-16. A média geral destas linhagens foi de 7,05%, com variação de 

11,96% (linhagem interespecífica CNA10851) a 4,92% (CNA10875) por mg de farinha (Tabelas 

2 e 3). Já para o cruzamento CICA-8 x RS-16, através do teste Scott-Knott, os teores de proteína 

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 proteína total das linhagens do cruzamento CICA-8 x RS-16 foi 

16,6% superior a média das linhagens do cruzamento BG90-2 x RS-16. Em relação aos parentais, 

o silvestre RS-16 destacou-se por apresentar o 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 proteína 

total das duas linhagens interespecíficas terem sido inferiores aos seus parentais, as linhagens 

CNA10851, CNA11032, CNA11050, CNA11028 e CNA11054 apresentaram o maior conteúdo 

de proteína total, com média de 10,95%, e aumento de 8,4% e 13,9% em relação ao parental 

BG90-2 e CICA-8, respectivamente. O parental silvestre RS-16 apresentou o maior teor de 

proteína total, sendo 22% superior a média dessas linhagens interespecíficas (Tabelas 2 e 4). Este 

resultado pode indicar a contribuição favorável do parental silvestre RS-16 para o aumento do 

conteúdo protéico em algumas linhagens interespecíficas de ambos os cruzamentos. 

As médias gerais encontradas para o teor de proteína total das linhagens interespecíficas 

foram próximas ao valor relatado por Liu et al., (2005a), que encontraram uma média de 7,6% 

para o teor de proteína total em linhagens chinesas de arroz Oryza sativa. Champagne et al.,

(2004) encontraram teores de proteína total para o grão de arroz (O. sativa) com variação de 5,8 a 

7,7%. Já Lumen & Chow (1995), encontraram valores que variaram de 4,3 a 18,2%. Essa grande 
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variação já é esperada, pois além da diferença genotípica existem variações ambientais como 

radiação solar, temperatura e o tratamento com adubação nitrogenada, que interferem no 

crescimento da planta e no teor protéico do endosperma da semente (JULIANO & BECHTEL, 

1985).  

Tabela 2. Relação dos teores protéicos presentes nas linhagens interespecíficas O. sativa BG 90-2 x O. 
glumaepatula RS-16. 
Linhagens Proteína Total (%)1 Albumina (%)1 Globulina (%)1 Prolamina (%)1 Glutelina (%)1

RS-16 14,06 a 3,60 d 6,25 e 5,42 c 84,76 a 
BG 90-2 10,00 c 4,72 c 7,59 d 6,93 b 80,76 a 
CNA10851 11,96 b 4,59 c 13,3 a 7,42 b 74,68 c 
CNA10867 9,16 d 1,96 e 7,84 d 7,21 b 82,99 a 
CNA10858 8,41 e 4,42 c 9,22 c 6,96 b 79,4 b 
CNA10859 8,08 e 4,48 c 9,13 c 6,38 c 80,01 b 
CNA10870 8,08 e 1,61 e 9,08 c 5,99 c 83,32 a 
CNA10880 7,71 f 6,76 a 10,82 b 6,28 c 76,14 c 
CNA10884 7,67 f 5,31 b 7,67 d 5,99 c 81,02 a 
CNA10868 7,35 f 1,87 e 8,14 d 5,80 c 84,18 a 
CNA10869 7,27 f 2,08 e 8,46 d 6,52 c 82,93 a 
CNA10860 7,23 f 4,21 c 8,2 d 6,31 c 81,27 a 
CNA10881 7,2 f 6,39 a 8,57 d 6,02 c 79,01 b 
CNA10862 7,16 f 4,79 c 8,94 c 6,97 b 79,29 b 
CNA10852 7,16 f 6,3 a 9,13 c 9,22 a 75,36 c 
CNA10883 7,09 f 5,32 b 6,44 e 5,76 c 82,47 a 
CNA10856 6,98 f 5,44 b 10,82 b 8,24 a 75,50 c 
CNA10864 6,98 f 6,05 a 8,05 d 6,08 c 79,81 b 
CNA10885 6,97 f 5,45 b 7,76 d 6,32 c 80,47 b 
CNA10855 6,95 f 3,7 d 11,16 b 8,38 a 76,73 c 
CNA10871 6,94 f 1,87 e 9,05 c 5,84 c 83,23 a 
CNA10879 6,72 g 5,01 b 9,77 c 6,09 c 79,12 b 
CNA10861 6,69 g 4,41 c 8,93 c 7,05 b 79,61 b 
CNA10872 6,68 g 6,88 a 9,26 c 5,87 c 77,97 b 
CNA10877 6,66 g 5,03 b 9,32 c 5,55 c 80,09 b 
CNA10866 6,59 g 2,21 e 8,11 d 7,26 b 82,42 a 
CNA10882 6,49 g 4,76 c 6,65 e 5,76 c 82,83 a 
CNA10865 6,42 g 5,32 b 9,22 c 5,69 c 79,76 b 
CNA10863 6,40 g 5,47 b 8,50 d 7,02 b 79,00 b 
CNA10857 6,38 g 4,88 b 9,70 c 7,00 b 78,41 b 
CNA10854 6,24 g 5,84 a 10,32 c 7,76 b 76,08 c 
CNA10876 6,13 g 5,00 b 9,54 c 5,23 c 80,22 b 
CNA10878 6,08 g 4,21 c 10,06 c 6,05 c 79,66 b 
CNA10874 5,44 h 4,33 c 10,26 c 5,62 c 79,79 b 
CNA10873 5,37 h 5,58 b 9,85 c 6,13 c 78,44 b 
CNA10875 4,92 h 6,22 a 9,39 c 5,43 c 78,95 b 

1 Conteúdo protéico em relação a % de proteína total por mg de farinha. 
As letras representam as diferenças significativas entre as médias obtidas pelo teste de Scott-Knott a 5% de 
probabilidade. 
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Tabela 3. Análise descritiva e resumo da análise de variância das linhagens interespecíficas do 
cruzamento O. sativa BG90-2 x O. glumaepatula RS-16.  

  
Média 

(%) 
Valor máximo

(%) 
Valor mínimo

(%) 
Desvio padrão

(%) 
C.V 
(%) 

G.L Q.M.R ** 

Proteína total 7,05 11,96 4,92 1,22 4,43 35 0,105447
Albumina 4,64 6,89 1,61 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
Glutelina 79,71 84,18 74,68 2,63 5,42 35 1,228463   

**Significância para p < 0,01. 
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Tabela 4. Relação dos teores protéicos presentes nas linhagens interespecíficas O. sativa CICA-8 
x O. glumaepatula RS-16. 

Linhagens Proteína Total (%)1 Albumina (%)1 Globulina (%)1 Prolamina (%)1 Glutelina (%)1

RS-16 14,06 a 3,60 d 6,25 d 5,42 d 84,76 a 
CICA-8 9,61 c 3,60 d 9,66 b 4,41 e 82,28 b 
CNA 11032 10,71 b 2,97 e 11,44 a 5,66 d 79,93 c 
CNA 11050 10,70 b 4,42 c 10,11 b 6,32 c 79,16 c 
CNA 11028 10,69 b 4,27 d 11,16 a 6,07 c 78,51 c 
CNA 11054 10,67 b 3,86 d 11,12 a 5,78 d 79,24 c 
CNA 11038 9,95 c 3,19 e 11,88 a 7,25 b 77,68 c 
CNA 11026 9,90 c 2,94 e 6,05 d 4,10 e 86,91 a 
CNA 11044 9,75 c 2,81 e 9,09 b 5,02 d 83,09 b 
CNA 11091 9,64 c 4,79 c 11,55 a 6,49 c 77,17 d 
CNA 11116 9,07 d 3,25 e 6,66 d 5,12 d 84,96 a 
CNA 11034 9,05 d 3,88 d 9,35 b 5,38 d 81,39 b 
CNA 11036 8,89 d 2,91 e 9,79 b 5,88 d 81,41 b 
CNA 11041 8,79 d 3,69 d 10,82 a 6,37 c 79,12 c 
CNA 11025 8,78 d 5,57 b 7,61 c 6,46 c 80,36 c 
CNA 11134 8,59 d 3,02 e 9,29 b 5,64 d 82,05 b 
CNA 11045 8,53 d 3,61 d 10,30 b 7,26 b 78,83 c 
CNA 11119 8,52 d 3,16 e 7,54 c 4,67 e 84,62 a 
CNA 11130 8,50 d  5,86 b 9,48 b 6,23 c 78,42 c 
CNA 11029 8,48 d 4,54 c 9,09 b 6,00 c 80,37 c 
CNA 11083 8,45 d 4,29 d 9,78 b 4,28 e 81,66 b 
CNA 11085 8,45 d 3,26 e 8,26 c 4,35 e 84,13 a 
CNA 11049 8,43 d 4,07 d 11,22 a 6,72 c 77,99 c 
CNA 11039 8,35 d 3,61 d 11,36 a 6,70 c 78,34 c 
CNA 11099 7,93 e 4,74 c 12,21 a 7,44 b 75,61 d 
CNA 11089 7,87 e 5,48 b 10,21 b 5,11 d 79,20 c 
CNA 11095 7,72 e 4,56 d 12,14 a 6,67 c 76,63 c 
CNA 11138 7,71 e 7,06 a 7,42 c 4,54 e 80,98 b 
CNA 11047 7,60 f 4,47 c 11,76 a 7,38 b 76,39 d 
CNA 11086 7,31 f 4,93 c 6,68 d 4,36 e 84,04 a 
CNA 11092 7,06 f 4,62 c 12,48 a 9,29 a 73,61 e 
CNA 11084 6,89 f 5,78 b 9,98 b 5,35 d 78,89 c 
CNA 11053 6,88 f 3,86 d 10,23 b 5,77 d 80,14 c 
CNA 11069 6,84 f 5,10 c 8,73 c 5,48 d 80,69 c 
CNA 11109 6,64 f 3,56 d 9,68 b 4,58 e 82,18 b 
CNA 11051 6,47 f 5,93 b 10,40 b 6,51 c 77,16 d 
CNA 11067 6,35 f 5,42 b 10,45 b 5,04 d 79,09 c 
CNA 11074 6,29 f 3,52 d 8,76 c 5,41 d 82,31 b 

1 Conteúdo protéico em relação a % de proteína total por mg de farinha. 
As letras representam as diferenças significativas entre as médias obtidas pelo teste de Scott-Knott a 5% de 
probabilidade. 
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Tabela 5. Análise descritiva e resumo da análise de variância das linhagens interespecíficas do 
cruzamento: O. sativa CICA-8 x O. glumaepatula RS-16.  

Média 
(%) 

Valor máximo
(%) 

Valor mínimo
(%) 

Desvio padrão
(%) 

CV 
(%) 

G.L Q.M.R ** 

Proteína total 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 1,11 5,69 37 0,122107
Glutelina 80,06 86,91 73,61 2,84 4,53 37 0,678730   

**Significância para P < 0,01. 

Em relação às frações protéicas do cruzamento BG90-2 x RS-16, através do teste de 

médias Scott-Knott para teor protéico da fração albumina, foram obtidos cinco grupos, com 

média geral de 4,64%, e amplitude de variação 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 

fração de 9,14% (Tabelas 2 e 3). Já a prolamina foi dividida em três 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 fração glutelina, maior fração protéica do arroz, a média geral 

obtida foi de 79,71%, com variação de 84,18% (CNA10868) a 74,68% (CNA10851), sendo 

agrupada em três grupos distintos (Tabelas 2 e 3).  

O teste de Scott-Knott para as frações 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 

variação de 7,06% (CNA11138) a 2,81% (CNA11044) (Tabelas 4 e 5). Os teores de globulina 

foram divididos em quatro grupos, com variação 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 variação de 

9,29% (CNA11092) a 4,10% (CNA11026) (Tabelas 5 e 6). A glutelina também foi dividida em 

cinco grupos distintos, com média geral de 80,06%, e apresentou variação de 86,91% 

(CNA11026) a 73,61% (CNA11092) (Tabelas 4 e 5).  

Entre os dois grupos de linhagens interespecíficas, 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, às 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% à média de globulina do cruzamento BG90-2 x 

RS-16. Com relação à média de glutelina, as linhagens de CICA-8 x RS-16 foram 0,5% 

superiores em relação à média de glutelina das linhagens do cruzamento BG90-2 x RS-16 

(Tabelas 3 e 5).  

Entre os parentais, o BG90-2 apresentou os maiores teores de albumina (4,72%) e 

prolamina (6,93%), enquanto o CICA-8 e o 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 o 

CICA-8 apresentaram 80,76% e 82,28%, respectivamente (Tabelas 3 e 5).  

As médias das frações protéicas foram próximas 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 al., 

(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 relação 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 fração glutelina de 75% e 

67%, respectivamente.  

Já Mitra & 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 

conteúdo protéico da linhagem interespecífica 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 interespecífica teor protéico de 12,4%, sendo 28% superior ao parental silvestre e 

18,2% à cultivar IR 64. As quatro frações protéicas da linhagem interespecífica foram superiores 

aos parentais. A prolamina foi a fração que teve maior aumento, seguida da glutelina, globulina e 

albumina. Esses autores quantificaram também os aminoácidos presentes na proteína total da 

semente, e através desta quantificação, foi identificado um maior teor de lisina para a espécie 

silvestre O. nivara.  
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Assim como observado no trabalho de Mahmoud et al., (2008), no presente trabalho 40 

linhagens interespecíficas, de ambos os cruzamentos, apresentaram valores significativamente 

mais elevados das frações protéicas em relação aos seus parentais, exceto para o parental silvestre 

RS-16 que apresentou altos teores de glutelina (Tabelas 2 e 4, e Figura 3). A prolamina foi a 

fração que apresentou maior aumento nas linhagens interespecíficas, com cerca de 100% de 

aumento em relação ao parental CICA-8, seguida da globulina, que apresentou um aumento na 

concentração de 89% em relação ao RS-16, da albumina, com aumento de 84% em relação aos 

parentais CICA-8 e RS-16, e por último, da glutelina, que apresentou aumento de 6% em relação 

ao parental cultivado BG90-2 (Figura 3). 

Esses resultados indicam o potencial de aumento da quantidade de proteína e de suas 

frações no arroz através de cruzamentos interespecíficos com a espécie silvestre O. 

glumaepatula.  

Figura 3. Comparação das médias dos maiores teores protéicos encontrados nos cruzamentos 
interespecíficos e nas frações protéicas de seus parentais. Os dados estão em relação a porcentagem de 
proteína total por mg de farinha. 
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6.3.2 Análise qualitativa por eletroforese SDS-PAGE das proteínas totais das linhagens 
interespecíficas 

Para a análise qualitativa de proteína total em SDS-PAGE foram selecionadas 15 

linhagens representativas de cada cruzamento interespecífico, das quais 8 apresentaram altos 

teores de proteína total de reserva e 7 baixos teores. Não houve diferença entre o perfil de 

polipeptídeos das linhagens com maior ou menor teor protéico, exceto para o polipeptídeo de 60 

kDa da linhagem CNA10851 que apresentou baixa intensidade comparado aos demais genótipos, 

podendo estar relacionado com uma expressão diferencial desta proteína. (Figuras 4 e 5). 

Segundo Sano (1984), polipeptídeos de 60 kDa em arroz correspondem a enzima denominada de 

granule-bound starch synthase (GBSS) ou proteína WAXY, que faz parte da rota de biossíntese 

do amido. Altos níveis da expressão da WAXY são característicos das variedades da subespécie 

indica e são pouco expressas ou ausentes nas variedades da subespécie japonica (SANO, 1984; 

KAWAKATSU et al., 2008).  

Jahan et al., (2001) dividiram as α-glutelinas de acordo com a massa molecular em 

glutelinas α-1 (39 kDa), α-2 (38 kDa), α-3 (37,5 kDa a 37 kDa) e α-4 (34 e 33kDa). As β-

glutelinas foram dividas em β-1 (23 kDa), β-2 (22.5 kDa) e β-3 (22 kDa). No presente trabalho as 

β-glutelinas tiveram baixa visualização nos géis e não foi possível separá-las. Porém, o 

agrupamento destas proteínas básicas ficaram em torno de 21 a 19 kDa. Segundo a divisão de 

Jahan et al., (2001), todos os genótipos apresentaram glutelinas α-1, exceto o parental silvestre 

RS-16, que apresentou α-glutelina com massa molecular de 40kDa.  

Dez linhagens do cruzamento BG90-2 x RS-16 apresentaram glutelinas α-2, assim como 

os seus parentais. As demais linhagens (CNA10865, CNA10863, CNA10857, CNA10854 e 

CNA10876) apresentaram glutelinas α-3 presentes no RS-16 e ausentes no BG90-2. As linhagens 

CNA10882, CNA10865, CNA10863, CNA10857, CNA10854, CNA10876 e CNA10878 

apresentaram α-glutelinas de 35 kDa que não estiveram presentes nos parentais, enquanto outras 

linhagens apresentaram α-glutelinas de 36 kDa como o parental BG90-2 (Figura 4).  

Entre o cruzamento CICA-8 x RS-16, doze linhagens apresentaram glutelinas α-2, 

presente no RS-16 e ausente no CICA-8. Por outro lado, as linhagens CNA11067, CNA1116 e 

CNA11050 apresentaram glutelinas α-3, como os parentais CICA-8 e RS-16. A maioria das 
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linhagens apresentaram α-glutelinas de 35 kDa, que também estiveram presentes no parental 

CICA-8. Apenas quatro linhagens (CNA11067, CNA11051, CNA11084 e CNA11028) 

apresentaram α-glutelinas de 36 kDa, as quais não foram observadas nos parentais (Figura 5).  

Ashida et al., (2006) analisaram as variedades Koshohikari e Nihonmasari (ambas da 

subespécie japonica), através de SDS-PAGE, e também encontraram α-glutelinas de massa 

molecular de 39 e 37 kDa. As β-glutelinas apresentaram massa molecular de 23 e 22 kDa, sendo 

superior a massa molecular das β-glutelinas encontradas para as linhagens interespecíficas no 

presente trabalho. Estas diferenças podem estar relacionadas com variações genotípicas, 

modificações pós-traducionais, além de possíveis variações metodológicas e ambientais. 

Mahmoud et al., (2008) analisaram por SDS-PAGE as proteínas totais de linhagens 

interespecíficas obtidas entre o cruzamento O. sativa x O. nivara, e encontraram α-glutelinas com 

massa molecular de 39 a 34 kDa, sendo bastante similares as variações de massa molecular das 

linhagens interespecíficas O. sativa x O. glumaepatula (Figuras 4 e 5).  
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Figura 4. Eletroforese SDS-PAGE de proteína total extraída das sementes de linhagens 
interespecíficas 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: Parental silvestre O. 
glumaepatula RS-16 e linha 2: Marcador. Os parentais foram destacados em vermelho. A seta indica 
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 proteína total extraída das sementes de linhagens 
interespecíficas 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 Healthcare); 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 Análise qualitativa por SDS-PAGE das frações albumina, globulina, prolamina e 

glutelina das linhagens interespecíficas 

Para a análise qualitativa das frações protéicas em SDS-PAGE foram utilizadas quatro 

linhagens representativas de cada cruzamento interespecífico. O perfil protéico da albumina foi 

bastante similar entre as linhagens dos cruzamentos interespecíficos e os parentais cultivados. 

Todas as amostras apresentaram proteínas com alta (97 a 52 kDa), média (41 a 30 kDa) e baixa 

massa molecular (25 a 15 kDa) (Figura 6). O genótipo silvestre RS-16 apresentou uma proteína 

diferencial em torno de 18 kDa que não foi identificada nas linhagens interespecíficas e nem nos 

parentais BG90-2 e CICA-8. Por outro lado, todas as amostras apresentaram uma banda bastante 

intensa em torno de 17 kDa (Figura 6).  

A globulina também apresentou um perfil protéico semelhante entre os parentais e as 

linhagens interespecíficas, apresentando proteínas com alta (97 a 52 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) realizaram a caracterização das frações 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 proteínas de alta 

(118 a 53 kDa), média (41 kDa) e baixa massa molecular (23 kDa).  

A fração prolamina apresentou somente bandas de baixa massa molecular (18 a 15 kDa) 

(Figura 8). O perfil de bandas desta proteína foi bastante semelhante entre as amostras, exceto 

para o RS-16, que apresentou proteínas 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) que encontraram prolaminas com massa molecular de 23 a 17 kDa.  

Neste trabalho as subunidades de α-glutelinas variaram de 40 a 35 kDa, e as β-glutelinas 

variaram em torno de 21 a 19 kDa (Figuras 4 e 5). No entanto, através da análise dos géis de 

glutelina foi possível identificar a presença de α-polipeptídeos com massa molecular em torno de 

34 kDa, que não foram visíveis nos géis de proteína total (Figuras 4, 5 e 9). Esses polipeptídeos 
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estiveram presentes em todas as linhagens interespecíficas analisadas assim como nos parentais 

(Figura 9). Jahan et al., (2001), denominou essas α-glutelinas de 34 kDa de α-4.  

Em geral, o perfil de proteína total e das glutelinas foi bastante similar entre as linhagens 

e os parentais, havendo diferença apenas para α-glutelina de 40 kDa, que ocorreu somente no 

parental RS-16. O perfil protéico das frações albumina, prolamina e globulina foram bastante 

similares entre as linhagens e os parentais cultivados, apresentando diferença apenas em relação 

ao parental silvestre (Figura 10).  

Esses diferentes padrões protéicos encontrados entre as espécies podem estar relacionados 

com variações genotípicas, além de modificações pós-traducionais que podem ocorrer durante ou 

após a síntese das proteínas de reserva. Já a similariade dos perfis protéicos observadas entre as 

linhagens interespecíficas e as cultivares BG90-2 e CICA-8, pode estar relacionada aos 2 

retrocruzamentos realizados utilizando a espécie O. sativa como parental recorrente. Entre as 

linhagens interespecíficas foram observados perfis de bandas protéicas bastante similares, e pode 

ser consequencia das 8 autofecundações das linhagens do cruzamento BG90-2 x RS-16 e das 10 

autofecundações 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 o RS-16, o alto teor de proteína total e alto 

teor de glutelina podem ter contribuído para aumento do conteúdo protéico das linhagens 

interespecíficas. Estes resultados inéditos indicam que em relação à variabilidade encontrada para 

as proteínas de reserva, é importante continuar a investir em cruzamentos interespecíficos entre o 

arroz cultivado e a espécie silvestre. Como já foram identificadas linhagens interespecíficas deste 

cruzamento que apresentaram maior potencial produtivo, em um futuro próximo será possível 

identificar materiais altamente produtivos e com maior qualidade nutricional, os quais serão 

utilizados no desenvolvimento de cultivares comerciais superiores.  
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Figura 6. Eletroforese SDS-PAGE da fração albumina extraída das sementes de linhagens 
interespecíficas 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 padrão (GE Healthcare).; linha 3: BG90-2;
linha 4: CNA10868; linha 5: CNA10876; linha 6: CNA10882 e linha 7: CNA10851. A seta 
vermelha indica a intensa expressão dos polipeptídeos de 18 kDa na espécie silvestre. A seta preta indica a 
intensa expressão dos polipeptídeos de 17 kDa comuns a todos os genótipos. 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 fração globulina extraída das sementes de linhagens 
interespecíficas 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 padrão (GE Healthcare); linha 7: RS-16. A seta preta 
indica a intensa expressão do polipeptídeo de 25 kDa comum a todos os genótipos. 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 fração prolamina extraída das sementes de linhagens 
interespecíficas 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 padrão (GE Healthcare).; Linha 6: BG90-2 e Linha 7: RS-
16. A seta preta indica a intensa expressão do polipeptídeo 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 fração glutelina extraída das sementes de linhagens 
interespecíficas 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 α-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 frações protéicas extraídas do endosperma do arroz. 
Linha 1: O. glumaepatula; linha 2: O. sativa e linha 3: linhagem interespecífica O. 
glumaepatula x O. sativa. As setas ressaltam as diferenças da espécie O. glumaepatula em relação a O. 
sativa e a linhagem interespecífica. M: Marcador de baixa massa molecular (GE Healthcare). 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 e linha 3: CNA10882; D) Linha 1: O. glumaepatula RS-16, linha 2: O. sativa 
BG90-2 e linha 3: CNA11092.  
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6.4 CONCLUSÕES 

1) O parental silvestre RS-16 destacou-se por apresentar o maior teor de proteína total e 

elevados teores de glutelina. Algumas linhagens interespecíficas, de ambos os 

cruzamentos, apresentaram maiores teores de proteína total e suas frações em relação aos 

parentais. Este resultado indica a contribuição favorável do parental silvestre RS-16 para 

o aumento do conteúdo protéico de linhagens interespecíficas de arroz desenvolvidas a 

partir do cruzamento O. glumaepatula x O. sativa.

2) Foram observados diferentes perfis protéicos obtidos por SDS-PAGE entre as espécies O. 

sativa e O. glumaepatula. Esta diferença pode estar relacionada com variações 

genotípicas e modificações pós-traducionais que podem ocorrer durante ou após a síntese 

das proteínas de reserva. 

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

relatado na literatura até o momento, sendo uma nova fonte de variabilidade genética com 

implicações importantes para o aumento do conteúdo protéico do grão de cultivares de 

arroz. 
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6.5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Nesta dissertação os protocolos para extração de proteína total e frações protéicas, 

utilizados para as análises quantitativas e qualitativas foram adaptados e modificados de acordo 

com os protocolos disponíveis na literatura. Através destas análises foram gerados dados inéditos 

em relação às proteínas de reserva do arroz silvestre O. glumaepatula e de linhagens 

interespecíficas O. sativa x O. glumaepatula. Os resultados indicaram os maiores teores de 

proteína total e frações protéicas em acessos de arroz silvestre O. glumaepatula e em linhagens 

interespecíficas, quando comparados à espécie cultivada de arroz (O. sativa), sugerindo a

contribuição favorável da espécie silvestre para o aumento do conteúdo protéico da espécie 

cultivada. As análises 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 potencial de variabilidade genética para a qualidade do grão do arroz cultivado. O próximo 

passo será analisar os aminoácidos presentes nos acessos avaliados nesta dissertação, e com base 

nos resultados, sugerir novas ações de pesquisa que objetivem o aumento do teor e da qualidade 

protéica do grão de cultivares comerciais de arroz do Brasil.  
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