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RESUMO

PINHEIRO, L. S. Determinacéo da variabilidade genética nas populacdes de selecdo
recorrente de arroz CNA-IRAT 4 e CNA 12 utilizando marcadores microssatélites.
2008. 82 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia: Genética e Melhoramento de Plantas) —
Escol? de Agronomia e Engenharia de Alimentos, Universidade Federal de Goias, Goiania,
2007.

Selecdo recorrente € um método de melhoramento populacional ainda pouco
empregado em espécies autdgamas, como o arroz. Contudo, a possibilidade de obter
genotipos de ampla base genética e com bons atributos agrondmicos, € um atrativo
interessante para a implementagdo de populacdes de selecdo recorrente, sobretudo pela
necessidade de utilizar a grande variabilidade genética disponivel para enfrentar o desafio
de desenvolver cultivares elite mais produtivas e capazes de manter a estabilidade de
producdo. Foram utilizadas, neste estudo, duas populacdes de selecdo recorrente de arroz
irrigado, desenvolvidas pelo programa de melhoramento genético da Embrapa Arroz e
Feijdo. A populacdo CNA-IRAT 4 portadora do gene da macho-esterilidade genética,
permitindo assim que a sua recombinacdo seja feita a campo, e a populacdo CNA 12
recombinada manualmente através do esquema de cruzamento em dialelo ciculante por nao
possuir este gene. O objetivo deste trabalho foi avaliar a variabilidade genética entre os
ciclos de selecdo das duas populacbes por meio de 14 marcadores SSR. Foram avaliados
180 individuos dos ciclos 1, 2 e 5 na CNA-IRAT 4, e ciclos 1 e 2 na CNA 12. O estudo da
analise de variancia molecular (AMOVA) nédo indicou nenhum tipo de estruturacéo entre
os ciclos de selecdo definindo que a maior parte da variacdo foi encontrada entre os
individuos dentro dos ciclos do que entre os ciclos em ambas as popula¢Ges. Foram
identificados alelos ndo provenientes dos genitores nas duas populagdes, e em todos 0s
ciclos, principalmente para a CNA-IRAT 4. Estes alelos foram provavelmente resultantes
da fecundacédo indesejada a partir de genétipos que ndo faziam parte das populacfes. Os
parametros Fis e Fit da estatistica F de Wright indicaram que a recombinacdo manual esta
ampliando a variabilidade genética da populacdo CNA 12, enguanto que a recombinacao
via gene da macho-esterilidade esta reduzindo a variabilidade genética da CNA-IRAT 4, e
0 principal motivo é que os cruzamentos dirigidos estdo promovendo uma maior
combinacéo entre os alelos de todos os genitores, enquanto que a polinizacdo via macho-
esterilidade vém privilegiando os alelos dos genétipos com maior porte e capacidade de
producdo de pdlen e do macho-estéril. Para evitar a deriva genética na CNA-IRAT 4,
gendtipos de arroz geneticamente divergentes das progénies, com maior Capacidade Geral
de Combinacdo e com bons atributos agronémicos, deverdo ser introduzidos nesta
populagéo.

Palavras-chave: selecdo recorrente, variabilidade genética, marcador microssatélite,
Oryza sativa.

! Orientador: Dr. Claudio Brondani. Embrapa Arroz e Feijo.



ABSTRACT

PINHEIRO, L. S. Determination of the genetic variability in rice populations of
recurrent selection CNA-IRAT 4 and CNA 12 using microssatellites markers. 2008.
82 f. Dissertation (Master in Agronomy: Genetic and Plant Breeding) — Escola de
Agronomia e Engenharia de Alimentos, Universidade Federal de Goiés, Goiania, 2007.

Recurrent Selection is a population inbreed method that is not traditionally
used in autogamous species as rice. However, it is still an interesting methodology to the
implementation of recurrent selection populations, due to the possibility of obtaining
genotypes with wide genetic base and adequate agronomical traits. It is even more
attractive when a great genetic variability is easily available, as it is for rice and could be
largely used in the development of more productive elite cultivars and with a better
production stability even under low input agricultural systems. Two recurrent selection
irrigated rice populations, developed by Embrapa Arroz e Feijdo, were synthetized using
different recombination methods. The CNA-IRAT 4 population was developed in field
conditions using male-sterelity, while the CNA 12 population originated from manual
crosses in a circulant partial diallel scheme. The aim of this work was the evaluation of the
genetic variability among cycles of the two recurrent selection populations using fourteen
SSR markers. Hundred and eighty genotypes of the cycles 1, 2 and 5 of CNA-IRAT 4
population and cycles 1 and 2 of CNA 12, were evaluated. The AMOVA did not indicate
any genetic structure among the cycles of selection, meaning that the greater variation was
attributed between individuals within cycles, in both studied populations. Unexpected
alleles, which means alleles that not belong to the genetic pool of the genitors, were
identified in both populations and in all cycles evaluated, mostly of these alleles were
observed on CNA-IRAT 4 population. These alleles were probably a result of undesired
crosses of genotypes which did not belong to both populations. Parameters Fis and Fit of
Wright’s statistics indicated that the genetic variability of the manually conducted
population (CNA 12) were increased while the population using male-sterelity
recombination (CNA-IRAT 4) were reduced. The mean reason for this particular situation
was due to the directionally crosses that promoted a greater combination between the
alleles of all genitors, while male-sterelity methodology pollination the alleles from plants
with major height and more capable of producing more pollen were privileged. To avoid
the genetic drift in CNA-IRAT 4, genotypes genetically divergent, with more General
Capacity of Combination and with good agronomic attributes, should be introduced on this
population.

Key words: recurrent selection, genetic variability, microssatellite marker and Oryza sativa

! Advisor: Dr. Claudio Brondani. Embrapa Arroz e Feijao.



1 INTRODUCAO

Cereais como o arroz, trigo, milho, cevada, soja e aveia provéem a maior parte
das calorias consumidas pela populacdo mundial (Jung et al., 2008). O arroz constitui 0
terceiro grdo mais consumido no mundo, alimentando mais da metade da populagédo
mundial (Kush, 2005). O género Oryza é relativamente pequeno com apenas 23 espécies
catalogadas, e dessas somente duas sdo cultivadas, o Oryza sativa, disseminada
praticamente em todas as regides do mundo, e Oryza glaberrima, exclusiva da Africa
(Vaughan et al., 2003). O processo de domesticacédo e evolucao, iniciado ha 9.000 anos na
Asia, acabou levando ao desenvolvimento do arroz cultivado atualmente conhecido. No
Brasil, o arroz foi introduzido por volta de 1.550 pelos portugueses, e até meados da
década de 1.940, quando iniciaram os programas de melhoramento genético do arroz no
Brasil, a introducdo de genotipos do exterior provenientes do Centro Internacional de
Agricultura Tropical (CIAT) e Internacional Rice Research Institute (IRRI) eram a
principal fonte de variabilidade genética (Rangel et al., 1996; Fonseca et al., 2006).

Os programas de melhoramento genético de arroz foram baseados na utilizacéo
de um numero reduzido de genitores em nivel mundial (Rangel et al., 1996) que buscavam
priorizar arquitetura moderna para a mecanizacao do sistema e atributos agronomicamente
desejaveis (Fonseca et al., 2006). O uso de poucos genitores para a formacdo do pool
génico de programas de melhoramento do arroz conduziu a um estreitamento da sua base
genética, tornando estes genotipos mais vulneraveis a pragas e estresses abioticos como a
seca, e impedindo o surgimento de novas combinacdes génicas, 0 que tem resultado na
estagnacao nos ganhos genéticos destes programas ao redor de 1% ao ano (Castro et al.,
1999), Rangel et al. (1996) relataram o pequeno ganho geneético apesar dos inimeros
cruzamentos realizados em trabalhos (Rangel et al., 1992; Soares, 1992). Em contrapartida,
estima-se que existam cerca de 120.000 variedades de arroz no mundo (Khush, 1997). O
grande desafio dos programas de melhoramento doravante ¢ utilizar esta variabilidade de
modo racional, possibilitando ampliar a base genética de genotipos elite de arroz, em um

cenario que compreende a necessidade de aumentar a producdo, devido ao crescimento
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populacional, e reducdo das &reas agricultiveis, devido a degradacdo ambiental e
crescimento urbano. Como a utilizacdo direta de gendtipos exoticos (variedades
tradicionais e espécies silvestres) tem como desvantagem a quebra de blocos génicos
selecionados a varias geracdes de melhoramento, tem-se proposto a implementacdo de
programas de pré-melhoramento, que visam obter genotipos com base genética ampla,
porém sem perder o0s atributos agronémicos que interessam aos programas de
melhoramento. Dentre os métodos de melhoramento que podem ser empregados nos
programas de pré-melhoramento, destacam-se 0s retrocruzamentos e a selecdo recorrente.

Programas de selecdo recorrente tem sido aplicados para contornar o problema
do estreitamento da base genética experimentado por diversas culturas, através da
formacdo de populacdes variaveis com genitores possuindo caracteristicas superiores. A
selecdo recorrente se traduz por ser um processo repetitivo e ciclico de selecdes e posterior
recombinacfes das melhores familias ou progénies. Essas repeticdes acabam propiciando,
teoricamente, o aumento gradativo da freqliéncia dos alelos favordveis na populagéo, sem
que haja a reducdo da variabilidade genética. Deste modo, a maior frequéncia destes alelos
na populacdo resulta em maior probabilidade de sucesso na extracdo de linhagens
superiores (Borém & Miranda, 2005). O método de melhoramento por selecdo recorrente
foi inicialmente proposto por Hull (1945), e foi inicialmente empregado em programas de
melhoramento do milho, uma espécie aldgama, principalmente pela facilidade de obtencéao
de cruzamentos dirigidos. A selecdo recorrente em autdgamas passou a ser amplamente
empregada no melhoramento genético a partir do descobrimento do gene da macho-
esterilidade, o qual facilitou a etapa de recombinacao.

Uma das grandes questes surgidas durante a conducdo das populacdes de
selecdo recorrente diz respeito a falta de parametros para acompanhar a variabilidade
genética ao longo dos ciclos. O acompanhamento do ganho genético para as caracteristicas
avaliadas ao longo dos ciclos tem sido o principal aferidor do melhoramento da populacéo,
e apesar de ser muito importante, ndo é capaz de indicar se os procedimentos adotados para
a conducéo da populacdo estdo propiciando o surgimento de novas combinagdes, ou se a
variabilidade genética esta sendo exaurida pela intensidade de selecdo, ou simplesmente,
pela deriva resultante de cruzamentos preferenciais. A utilizacdo de marcadores
moleculares permite que o acompanhamento do numero e frequéncia dos alelos, e
consequentemente, da determinacdo de pardmetros populacionais, possam aumentar a

eficiéncia dos programas de selecéo recorrente. Dentre os marcadores moleculares, a classe
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conhecida como SSRs (Simple Sequence Repeats) se destaca pelo seu alto contetdo
informativo, ser co-dominante, ter um grande nimero de locos disponiveis para estudos em
arroz, e ser baseada na técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction). Adicionalmente, 0s
marcadores moleculares ainda podem orientar o processo de escolha dos genitores e a
avaliacdo dos efeitos do gene da macho-esterilidade (Courtois et al., 2003).

O programa de melhoramento populacional por selegéo recorrente em arroz no
Brasil iniciou em 1990, com o desenvolvimento da populacdo de arroz irrigado CNA-
IRAT 4, a qual visa melhorar a média populacional para a producdo e qualidade do gréo
(Rangel & Neves, 2002). Esta populagdo foi obtida a partir do uso do gene da macho-
esterilidade, que promove recombinagdes a campo, cujo comportamento se aproxima de
populacdes de polinizacao aberta. A CNA-IRAT 4 foi desenvolvida a partir do cruzamento
de dez cultivares/linhagens de arroz irrigado da subespécie Indica, incluindo o mutante da
variedade IR 36, portadora do gene que confere macho-esterilidade as plantas. Diversas
populacbes ja foram desenvolvidas através do uso deste gene devido a facilidade das
recombinag6es a campo. Em 2002 foi iniciado o desenvolvimento da populacédo de selecédo
recorrente CNA 12 (Rangel et al., 2003), através de intercruzamentos entre 16 genitores do
sistema de cultivo irrigado, objetivando o melhoramento populacional e extracdo de
linhagens com resisténcia estavel a brusone. Essa populagdo foi sintetizada sem o uso da
macho-esterilidade, dependendo Unica e exclusivamente de recombinagcdes manuais
dirigidas.

Esta dissertacdo objetivou avaliar a variabilidade genética de diferentes ciclos
das populacdes de selecdo recorrente CNA-IRAT 4 e CNA 12 por marcadores moleculares
SSR, e comparar a eficiéncia das metodologias de recombinagéo utilizadas por ambas as

populacdes.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O ARROZ (Oryza sativa L.)

A espécie Oryza sativa é uma angiosperma monocotileddnea pertencente ao
género Oryza, classificada na tribo Oryzeae, subfamilia Oryzoideae e familia Gramineae
(Watanabe, 1997). Esta espécie possui caules ocos, flores reduzidas de cor verde e
aquénios especializados ou cariopses como frutos (Pinheiro, 1999). O género Oryza possui
apenas duas espécies de arroz cultivado, sendo elas Oryza sativa L. (2n=24; AA),
distribuida no mundo inteiro, e Oryza glaberrima Steud. (2n=24; AA), disseminada no
oeste africano, sendo ambas diploides (Chang, 1976; Vaughan, 1994; Watanabe, 1997).
Existem 21 espécies silvestres do género Oryza , das quais nove sdo conhecidamente
tetraploides, as demais sdo espécies diploides, espalhadas nos continentes africano,
asiatico, americano e em territorio australiano (Watanabe, 1997).

O género Oryza surgiu provavelmente ha cerca de 130 milhfes de anos
(Khush, 1997), disseminado no periodo da Gondwanaland, o super continente deu origem
a Asia, Africa, Américas, Australia e Antartica (Watanabe, 1997). Atualmente as espécies
desse género estdo espalhadas por esses continentes com excecdo da Antartica. O provavel
ancestral silvestre do arroz cultivado foi o O. rufipogon, do tipo perene. Ao tipo anual
dessa espécie silvestre foi dado o nome de O. nivara, que foi domesticado na Asia, até dar
origem ao arroz cultivado atualmente conhecido. A espécie O. glaberrima provavelmente
surgiu da espécie perene O. longistaminata que devido a domesticacdo do tipo anual,
chamado O. breviligulata, deu origem ao O. glaberrima, na Africa. Acredita-se que o
processo de evolugdo dessas duas espécies cultivadas de arroz ocorreram de forma paralela
(Khush, 1997).

O processo de domesticacdo do arroz provavelmente teve inicio ha cerca de
9000 anos (Khush, 1997; Watanabe, 1997). O centro de origem da espeécie cultivada O.

sativa inclui o Paquistdo, China e Indonésia, enquanto para O. glaberrima, os primeiros
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registros de sua domesticacdo datam de 1500 anos a.C. (Khush, 1997; Watanabe, 1997),
cujo centro de origem ocorreu no oeste do continente africano. O arroz hoje vem sendo
produzido em mais de 113 paises (FAO, 2006).

Como resultado do processo de domesticacdo da espécie O. sativa as variacoes
ambientais e a selecdo entre diferentes areas de cultivo por milhares de anos, a maior parte
das cultivares podem ser classificadas em duas importantes subespécies de arroz Oryza
sativa ssp. Indica e Oryza sativa ssp. Japonica (Chen et al., 1994; Pinheiro, 1999).
Posteriormente, em 1950, as subespécie Javanica foi adicionada a esta classificacao.
Segundo o sistema de classificacdo morfologico de Oka (1958), corroborado através de
testes por marcadores enzimaticos realizado por Glaszmann et al. (1984), Japbnica e
Javanica ndo sao consideradas subespécies diferentes, mas sim componentes de um
mesmo grupo varietal, sendo o grupo Jap6nica o componente de clima temperado e o
Javanica o componente tropical (Matsuo et al., 1997; Pinheiro, 2006). A subespécie
Indica € um grupo de arroz irrigado com ampla distribuicdo tropical e sub-tropical,
disseminado por praticamente toda Asia tropical e domina o sul da india enquanto a
subespécie Japdnica esta distribuida em regides de clima temperado e areas elevadas do
sul e sudeste asiatico, Indonésia, bem como em regides fora da Asia, com na Africa,
América do Norte, Europa e América do Sul (Jung et al., 2008). O grupo Javanica
compreendem as variedades bulu e gundil cultivadas na Indonésia (Pinheiro, 1999;
Pinheiro, 2006). As subespécies Indica e Japonica se diferenciam tanto em aspectos
fisiolégicos quanto morfologicos, sendo a diferenca mais visivelmente marcante se deve ao
tipo de grdo. Os grdos da subespécie Indica sdo mais longos e finos e o seu sistema de
cultivo no Brasil é predominantemente irrigado, enquanto Japdnica apresenta 0s grados
mais curtos, de formato mais arredondado, cujo sistema de cultivo no Brasil é
predominantemente de sequeiro (Khush, 1997; Pinheiro, 1999; 2006).

2.2 IMPORTANCIA ECONOMICA

O arroz € um dos cereais mais consumidos no mundo (Khush, 1997; Tanksley
& McCouch, 2001), o que acaba conferindo a esta cultura grande importancia econémica.
Mais de 90% de todo o arroz é produzido e consumido na Asia, onde 60% de toda a
populacdo mundial vive. Em paises como Bangladesh, Camboja, Laos e Mianmar, 0 arroz

fornece mais de 70% das calorias diarias consumidas por pessoa. Na China e na india, esse
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mesmo valor cai para 40% devido ao consumo de trigo ser mais intenso em algumas partes
desse pais. O arroz ocupa atualmente 11% de toda a terra cultivada, € o terceiro grao mais
produzido no mundo (atrds somente do trigo e milho). Contudo, considerando apenas o
consumo exclusivamente humano, o arroz é o grdo mais produzido (Khush, 1997).

A producgéo de arroz em 2006 foi de quase 635 milhdes de toneladas (Tabela
1). Apesar do arroz ser cultivado em todos o mundo, 90% da producdo e do consumo
mundial esta concentrada no continente asiatico (Ferreira et al., 2006), sendo a China o
maior produtor mundial deste cereal, cuja producdo atual ultrapassa 184 milhdes de
toneladas, seguido da india, com 136 milhdes de toneladas anuais (IRRI, 2007). Indonésia,
Bangladesh, Vietnam, Tailandia, Myanmar, Filipinas, Brasil, Japdo e Estados Unidos
completam a lista dos maiores produtores de arroz. O Brasil ocupa atualmente o 9° lugar
nesta cadeia, com uma producdo superior a 11,5 milhdes de toneladas, superando em

producdo o Japdo, um dos maiores consumidores deste grdo (FAO, 2006).

Tabelal. Dados de producéo de arroz em casca em onze maiores produtores mundiais no ano de

2006.
Producéo

Pais (milhdes de toneladas)
China 184,07
india 136,51
Indonésia 54,40
Bangladesh 43,73
Vietham 35,83
Tailandia 29,27
Mianmar 25,20
Filipinas 15,33
Brasil 11,51
Japéo 10,70
Estados Unidos 8,79
Total 555,32

Fonte: FAO (2006).

Em muitos paises estd previsto para a proxima década uma diminuicdo desta
producéo, devido principalmente a escassez de agua associados a intensa urbanizacdo de
alguns paises o que ndo ird conseguir atender & demanda mundial necessaria. A produgao

asiatica cresceu somente 1% ao ano na década de 90, enquanto a produgdo da Ameérica do
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Sul cresceu somente 3,2% ao ano (Ferreira et al., 2006). E um dos maiores e mais urgentes
desafios atuais para 0 melhoramento genético se torna o aumento da produgdo mundial por
meio da obtencdo de ganhos de produtividade.

Apenas 5,2% de todo o arroz produzido no mundo €é comercializado
internacionalmente (Khush, 1997; Ferreira et al.,, 2006), sendo a Tailandia a maior
exportadora de arroz e os principais mercados importadores compreendem Africa, Oriente
Médio e Extremo Oriente. Em ambito nacional, segundo Breseghello et al. (1999), a
producdo brasileira ndo é suficiente para suprir o consumo interno sendo necessaria
também a importagdo do produto, principalmente da Argentina e Uruguai. Desde o comego
da década de 90, a producdo de arroz no Brasil foi sempre menor que 0 seu consumo,
mostrando um déficit médio de 1,3 milhdes de toneladas (Ferreira et al., 2006), fazendo

com que a demanda interna tenha que ser complementada em mais de 10%.

2.3 IMPORTANCIA NUTRICIONAL

Cereais como o milho, trigo e o arroz constituem a base alimentar da populagéo
mundial, contribuindo com cerca de metade da ingestdo de carboidratos e proteinas. O gréo
de arroz contribui, respectivamente, com 20% e 15% do consumo mundial de energia e
proteina. Em paises mais pobres da Asia, esses valores sdo mais altos, correspondendo a
aproximadamente 65% do consumo de carboidratos e 60% da ingestdo de proteinas.

O arroz constitui uma excelente fonte de carboidratos, proteinas, vitaminas,
sais minerais e fibras. A maior parte do grdo de arroz é formada por carboidratos
complexos com elevadas concentracfes de amido no grdo (Bassinelo & Naves, 2006).
Quanto maior sua concentragdo no grdo, mais lenta € a liberacdo de glicose para o
organismo, tornando sua absorcdo gradual, o que acaba oferecendo ao consumidor uma
fonte disponivel de energia por longos periodos de tempo (Vieira & Carvalho, 1999; Silva
et al., 2004). A concentragéo de proteina no grao é proxima a 7%, e esse contetdo protéico
pode ser influenciado por condi¢Ges ambientais, como temperatura, umidade, composicao
e fertilidade do solo e ainda pelo tipo de variedade (Bassinelo & Naves, 2006).

A proteina do grdo de arroz é constituida por quatro fragdes protéicas
(albumina, globulina, prolamina e glutelina), contendo os nove amino&cidos essenciais.
Apesar da quantidade de aminoacidos ser maior no grao de arroz do que de outros cereais,

como o milho e o trigo, ele ainda ndo supre as necessidades totais diarias. As vitaminas
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mais estudadas presentes no arroz sdo a tiamina (B1), riboflavina (B2) e niacina (Vieira &
Carvalho, 1999). Dentre os sais minerais presentes no arroz, destacam-se o ferro e o zinco,
além de fosforo e potéssio (Vieira & Carvalho, 1999; Bassinelo & Naves, 2006). Assim, 0
arroz tem relevante papel na nutricdo e saide humana, pois se trata de um cereal capaz de
prevenir a desnutricdo que ajuda a fortalecer o organismo, evitando doencas debilitantes
como a anemia. Além de todos esses beneficios & saude humana, o arroz ainda contém
quantidades despreziveis de gordura, é livre de colesterol e contém apenas acidos graxos
insaturados que sdo considerados saudéaveis para a dieta humana. E um cereal que ndo
contém gluten e possui pouco s6dio em sua composi¢do, tornando-se assim um alimento

importante para dietas restritivas (Vieira & Carvalho, 1999).

2.4 SISTEMAS DE CULTIVO

O arroz € uma espécie hidréfila e o processo de evolugdo e domesticacdo
levaram a sua adaptacdo as mais variadas condi¢Bes ambientais. E uma espécie que
apresenta dois grandes ecossistemas de cultura, o sistema de varzeas, que compreende o
arroz irrigado através de inundagdes controladas, e o de terras altas, que engloba as
variedades sem irrigacdo e com irrigacio suplementar. Na Asia, o sistema de cultivo mais
utilizado € o irrigado, j& o arroz de terras altas é bastante cultivado no Brasil e em poucas
partes da Africa (Guimaraes et al., 2006). No Brasil, o sistema de cultivo de varzeas é
responsavel por 69% da producdo nacional, sendo a maior parte produzido em clima sub-
tropical. O Rio Grande do Sul aparece com 75,9% da producao nacional de arroz irrigado,
seguido pelos Estados de Santa Catarina (12,7%), Tocantins (3,9%) e Mato Grosso do Sul
(2,5%). Os demais estados somam apenas 5% do arroz irrigado produzido. O arroz de
terras altas é predominante produzido nos estados de Mato Grosso, Pard, Minas Gerais,
Goias, Bahia, S&o Paulo e Mato Grosso do Sul (Embrapa, 2007).

No Brasil, a area plantada do arroz irrigado corresponde a 45%, e é responsavel
por mais de 75% da producéo total, enquanto o de sequeiro ocupa 54% da area plantada e é
responsavel por apenas 25% da producdo nacional. De 1997 até 2006 foi constatado um
pequeno, mas crescente aumento da producao (2,5 milhdes de toneladas de arroz irrigado),
sem que houvesse um aumento significativo do tamanho da area destinado as plantacdes,
gue permaneceram ocupando 1,3 milhGes de hectares. O maior rendimento médio destas

lavouras ocorreu de forma mais acentuada entre os anos de 2003 a 2006, passando de 5300
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kg.ha™ para 6700 kg.ha™, predominantemente devido a melhoria no manejo da cultura
(Embrapa, 2007).

2.5 O MELHORAMENTO GENETICO DO ARROZ NO BRASIL

O arroz foi introduzido no Brasil na época da colonizacdo portuguesa e
propagado por todo pais com o processo de interiorizacdo. Desde essa época 0
melhoramento ja era usado, mas de uma forma mais intuitiva e menos técnica, em que as
sementes eram selecionadas pelos agricultores, privilegiando certos conjuntos de
individuos que apresentavam caracteristicas que melhor satisfaziam as suas necessidades
(Morais et al., 2006). Esse processo de domesticacdo e evolucao levou ao desenvolvimento
das variedades tradicionais, compostas por misturas eventuais de sementes e detentoras de
uma importante fonte de variabilidade para a espécie.

Na década de 1960, a revolucdo verde possibilitou que muitos paises
atingissem o equilibrio entre o crescimento populacional e a producdo de alimentos,
sobretudo pela alteracdo do tipo de planta e mudanca no manejo de culturas como arroz,
trigo, milho e soja. Variedades tradicionais de porte alto passaram a ser substituidas por
cultivares de porte mais baixo (ou semi-ands), mais produtivas e responsivas ao uso de
adubacdo. (Young et al., 1996).

Na década de 1980, o potencial produtivo de cultivares oriundas de programas
de melhoramento do arroz aumentou cerca de 30%, 0 que correspondeu a uma taxa de
2,65% de ganho genético ao ano nos programas de melhoramento (Morais et al., 2006).
Contudo, observou-se que a partir da década de 1990 o ganho genético dos programas de
melhoramento foi reduzido a uma taxa anual de 1,6% ao ano (autores). Segundo Rangel et
al. (2003), dois fatores contribuiram para a reducdo do ganho genético do arroz irrigado o
primeiro deles foi em funcdo dos programas de melhoramento priorizarem esforgos para o
desenvolvimento de cultivares com maior qualidade do gréo e resisténcia a doencas, o
segundo deu-se em fungdo do uso de um numero limitado e repetido de genitores para a
formacdo de um pool génico constituido por popula¢es com baixa variabilidade e estreita
base geneética. Rangel et al. (1996) observaram que apenas dez ancestrais contribuiam com
mais da metade (cerca de 68%) do conjunto génico das cultivares comerciais de arroz
irrigado no Brasil. Como resultado, observou-se uma estagnagdo nos patamares de

produtividade e no aumento da suscetibilidade a pragas nas cultivares modernas de arroz.
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De acordo com Tanksley & McCouch (1997), estes problemas sdo comuns a cultivares
comerciais oriundas de programas de melhoramento genético de todas as culturas de
interesse econdmico no mundo todo, incluindo o arroz.

Estima-se que a partir do ano de 2025, sejam necessarias uma média anual de
producdo de arroz de mais de 800 milhdes de toneladas para conseguir acompanhar a
demanda mundial (Pignali et al.,, 1997). Para enfrentar este desafio, uma segunda
Revolucdo Verde certamente devera ser realizada. Em adicdo ao aumento da
produtividade, o desenvolvimento das novas cultivares deverad priorizar também a alta
qualidade nutricional do grdo, juntamente com tratos culturais que visem a preservagédo
ambiental e o uso racional dos recursos naturais (Conway & Toenniessen, 1999).

A ampliacdo da base genética dos genotipos elite de programas de
melhoramento genético do arroz € imprescindivel para a sustentabilidade desta cultura.
Para tornar isso possivel é preciso incorporar e administrar convenientemente a
variabilidade oriunda de gendétipos ampliando a base genética. O direcionamento dos
cruzamentos para obtencdo de novas combinacGes alélicas, portanto, é fundamental para
gue haja sucesso na obtencdo de gendtipos de arroz melhorados e de ampla base genética.
Um dos métodos de melhoramento populacional que visa atingir este objetivo € o de
Selecdo Recorrente, o qual foi proposto inicialmente por Hull (1945), e tem por principio a
maximizacao dos intercruzamentos entre gendtipos, e por conseqliéncia, a maximizacdo da
recombinacdo. A selecdo recorrente € um método de melhoramento populacional baseado
em ciclos continuos de selecdo e intercruzamentos das melhores familias, geracdo apds
geracgdo, objetivando o aumento da média populacional e o desenvolvimento de linhagens
melhoradas com uma ampla base genética. Esse € um método de melhoramento muito
usado em espécies alégamas, como por exemplo o milho (Xia et al., 2004; Hinze et al.,
2005), principalmente pela facilidade de obtencdo dos intercruzamentos. Até o0 momento, a
unica cultivar de arroz lancada comercialmente foi a SCS BRS Tio Taka, extraida do
segundo ciclo de selecdo da populacdo CNA-IRAT 4 (Rangel et al., 2007).

Em arroz, a selecdo recorrente passou a ser mais amplamente utilizada com o
descobrimento do gene da macho-esterilidade. Este gene foi identificado por Singh &
Ikehashi (1981) e descoberto através de um mutante da variedade IR 36. Este é um gene
recessivo (ms), que em homozigose (ms/ms) resulta na macho-esterilidade, definida como

uma falha da planta em produzir anteras, pélen ou gametas masculinos funcionais. Deste
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modo, plantas macho-estéreis sdo incapazes de produzir sementes através da auto-
fecundacéo (Chattel & Guimardes, 1997).

2.5.1 Selecdo recorrente em plantas autégamas

Por definicdo, selecdo recorrente é qualquer sistema que aumente de forma
gradativa a frequéncia de alelos desejados para caracteristicas quantitativas por meio de
ciclos repetidos de selecdo, sem que haja reducao significativa na variabilidade genética da
populacdo (Borém & Miranda, 2005). Segundo Fehr (1987) a selecdo recorrente pode ser
definida como a selecéo sistematica de individuos desejaveis de uma populacdo, seguida
pela recombinacdo dos individuos selecionados para formar a nova populacdo com o
objetivo de aumentar as freqiiéncias dos alelos favoraveis, mantendo também a
variabilidade genética. De acordo com Geraldi (1997) selecdo recorrente € um processo
sistematico de selecdo de individuos dentro de uma populacdo geneticamente heterogénea,
seguido da recombinacdo dos individuos selecionados para formar uma nova populacéo, a
qual pode ser utilizada para iniciar um novo ciclo de selecdo, podendo se estender por
diversos anos.

A fim de observar o comportamento alélico de uma populacdo de selecdo
recorrente em varios ciclos de selecdo, Geraldi (1997) realizou uma simulacdo
considerando uma populacéo hipotética em processo de selecdo recorrente por dez ciclos.
Nesta simulacdo foi constatado sucesso e eficiéncia no incremento da fregliéncia dos alelos
favoraveis e, consequentemente, a diminuicdo da frequéncia dos alelos desfavoraveis. O
progresso de selecdo também foi medido de um ciclo para outro e observou-se que a partir
do quinto ciclo, o progresso de selecdo foi baixo, ndo compensando o trabalho nem o
tempo adicional necessario para completar os ciclos subseqlientes. O mesmo autor
concluiu que ndo seria vantajoso utilizar mais de trés ciclos de sele¢éo recorrente antes de
se iniciar o processo de endogamia para a obtengdo de linhagens nessas populagdes.

A utilizacdo da selecdo recorrente em arroz, de uma espécie preferencialmente
autdégama, se tornou mais facil depois do surgimento da macho-esterilidade genética
(Singh & lkehashi, 1981), facilitando a recombinacdo génica e tornando a selecéo
recorrente uma opcdo perfeitamente viavel nos programas de melhoramento genético
(Rangel & Neves, 1996). A grande vantagem do uso da macho-esterilidade ¢ a reducdo do

trabalho e recursos financeiros empregados para a realizagcdo dos cruzamentos manuais.
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Como qualquer método de conducdo de populacBes, a selecdo recorrente
compreende trés importantes fases que sdo conduzidas, repetitivamente, até que a
frequiéncia de alelos desejaveis na populacao atinja niveis satisfatorios (Borém & Miranda,
2005). As fases sdo: 1) obtencdo de progénies; 2) avaliacdo e selecdo destas e 3)

recombinacdo dos genotipos superiores para formagdo da proxima geracéo (Figura 1).

Cn

00 \
Recombinagéo Obtengéo de

Progénies

Selegio

K, Avaliagao das

Progénies

Figural. Representacdo esquematica basica de um programa de selecdo recorrente (Geraldi,
1997).

2.5.1.1 Obtencdo das progénies ou familias

O sucesso de um programa de selecdo recorrente depende basicamente das
propriedades da populagéo base e da forma como se aplica a sele¢do a cada ciclo (Chaves,
1997). Todas as caracteristicas de uma boa populacdo base dependem Unica e
exclusivamente da selecdo das linhagens genitoras. Os genitores devem apresentar um bom
comportamento para a caracteristica que esta sendo selecionada e serem geneticamente

divergentes para maximizar a variabilidade genética. Deve-se usar um numero suficiente
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de genitores, sem que isso comprometa a media dos caracteres populacionais de interesse,
e também realizar um numero suficiente de recombinacdes para que a populacdo entre em
equilibrio de ligacdo. Uma vez escolhidos os melhores e mais divergentes genitores que
formardo a populacéo base, tem-se a garantia de uma recombinacéo eficiente das mesmas.
Todo processo de selecdo recorrente é orientado no sentido de se aumentar a

freqiéncia dos alelos favoréveis na populacdo através da selecdo do carater desejado.
Segundo Chaves (1997), considerando uma populacdo base, cuja média para rendimento
de grdos inicial esta representado por X, e gs; corresponde ao ganho de selecao referente
ao primeiro ciclo, tem-se:

X=X,+0s,
Na préxima geragao:

X, =X, +0s,

X, =X, +0s, +0s,
Portanto, em n geragoes:

X, =X,+0s +0s, +...+0s,

Xn = X0 +igsl
i=1

Percebe-se que a média da populacdo inicial, ou base, é um fator fundamental
na determinacdo do resultado final, ou seja, partindo-se de uma populacdo base que
apresente uma média populacional adequada, existe uma grande possibilidade de sucesso
do programa de selecdo recorrente (Chaves, 1997). Esta populacdo base também define as
possibilidades de ganho de selecéo, pois todos os alelos que serdo combinados para formar
as geragdes subsequientes estdo contidos dentro desta populagéo inicial. Idealmente, deve-
se, portanto, aliar uma média adequada associada a um alto indice de variabilidade
genética entre 0s genitores.

A selecdo recorrente € um processo que se demanda muito tempo devido as
diversas etapas que compdem um ciclo de recombinacdo. Se a populacdo possui bons
pardmetros iniciais, com a formacdo de uma boa populacdo base, que se apresente
geneticamente divergente e possua meédias adequadas para a caracteristica sob sele¢éo, o
programa de selecéo recorrente pode ser mantido por longos periodos de tempo e pode se
obter, com grande éxito e sucesso, a producédo de linhagens melhoradas com de ampla base
genética (Chaves, 1997).
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2.5.1.2 Avaliacdo experimental e selecdo das progénies superiores

Esta etapa compreende experimentos com repeticdes, objetivando selecionar os
gendtipos superiores resultantes da etapa de recombinacdo. A selecdo € realizada
visualmente, por selecdo massal ou selecdo das progénies. A selecdo massal € baseada na
escolha individual de gendtipos superiores com base no fenétipo da caracteristica de
selecdo. Esse método funciona muito bem para caracteristicas que possuam uma alta
herdabilidade, pois fica relativamente facil a distincdo visual planta a planta, e é bastante
aplicada nos ciclos iniciais. J&, a selecdo de progénies ou familias, é mais utilizada na
selecdo de caracteristicas de baixa herdabilidade, que sofrem grande influéncia ambiental.
Nesse método, o valor genético da planta é avaliado de acordo com as caracteristicas de
sua progénie, e sao selecionadas familias e ndo plantas individuais (Nass et al., 2001).

A avaliacdo das progénies constitui uma das fases mais criticas do programa,
pois impde limites ao tamanho que as populagdes de selecdo recorrente devem ter. A
escolha do numero de individuos que passam para o proximo ciclo representa uma
amostragem da populacdo, estando sujeita a oscilacbes das frequéncias génicas e
genotipicas (deriva genética) que podem tanto fixar alelos favoraveis quanto elimina-los. O
tamanho efetivo (Ne), na verdade, ndo corresponde ao tamanho fisico e nem ao nimero de
individuos reprodutivamente ativos a serem selecionadas para o desenvolvimento do
préximo ciclo (Hallauer & Filho, 1981; Fehr, 1987), e sim uma estimativa relativa que
depende do nivel de endogamia dos genitores que se intercruzam e do nimero de gametas
com que cada sexo contribui para a proxima geracdo (Morais, 1997). A medida que o0s
ciclos de selecdo avangam, ha um maior efeito da endogamia sobre estas populagdes, pois
aumenta-se a freqtiéncia dos locos ocupados por alelos idénticos. 1sso acaba se opondo aos
objetivos de um programa de selecdo recorrente, em que o aumento deve ser feito na
frequiéncia dos locos ocupados por alelos favoraveis, mas independentes quanto a origem,
assegurando a manutenc¢do da variabilidade dessas populagcdes nos programas de sele¢ao
recorrente. A adocdo de Ne pequenos possuem uma melhor resposta a selecdo devido a
maior pressdo de selecdo aplicada, mas acabam diminuindo progressivamente as
frequiéncias dos alelos favoraveis chegando rapidamente, em poucos ciclos, a uma situagédo
em que os ganhos de selecdo ja ndo compensam os esforcos realizados. Deste modo, o0 Ne

deve ser suficientemente grande, ndo somente para garantir o progresso na dire¢do que se
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deseja, mas também para assegurar a presenca dos alelos favoraveis para todas as
caracteristicas de interesse (Morais, 1997).

Geraldi & Souza (2000) sugerem que o nimero de familias avaliadas deve ser
0 maior possivel a fim de minimizar a depressdo por endogamia causada pela
recombinacdo de um ndmero pequeno de familias. O tamanho fisico da amostragem é uma
medida que depende diretamente do tipo de material genético e do coeficiente de
endogamia gerado por esta populacdo (Morais, 1997; Geraldi & Souza, 2000). E possivel
serem feitas estimativas do tamanho efetivo para cada tipo de progénie e, de acordo com
Geraldi & Souza (2000), em familias S; o tamanho efetivo populacional ideal seria de
duzentas familias, o que corresponderia a um Ne de cem em progénies de irmdos
germanos, e de cinquenta em familias de meios-irmédos. Morais (1997) sugere tamanhos
efetivos minimos de cinquenta familias em programas de melhoramento populacional por
selecdo recorrente. De acordo com Castro et al. (2000), os programas de selecdo recorrente
de arroz de sequeiro no Brasil tem utilizado rotineiramente o tamanho efetivo minimo de

cinguenta na selecdo das melhores progénies.

2.5.1.3 Recombinacéo das progénies selecionadas

Depois de avaliadas a campo para determinada caracteristica, as sementes das
familias selecionadas, previamente armazenadas e identificadas como superiores para a
caracteristica, sofrem uma geracdo de intercruzamentos ao acaso se a populacdo possuir o
gene da macho-esterilidade, ou através do intercruzamento dirigido, caso a recombinagédo
seja via polinizacdo manual. As sementes resultantes dessas combinacdes fazem parte da
populacdo melhorada e tem-se a formacdo do primeiro ciclo de selecdo recorrente (Geraldi,
1997).

2.5.2  Vantagens do uso da selecdo recorrente em programas de melhoramento

genético

A selecdo recorrente tem sido mais utilizada em especies alégamas, como o
milho, justamente pela facilidade em ser obtida a fecundagdo cruzada. Em espécies

autdgamas, em consequéncia das dificuldades de obtencdo das sementes recombinadas, a
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adogdo desse método depende da disponibilidade da macho-esterilidade ou de outros
sistemas que facilitem os cruzamentos (Borém & Miranda, 2005).

A selecdo recorrente tem sido utilizada em diversas espécies e para as mais
variadas caracteristicas agrondémicas, com pequenas variacdes metodologicas, dependendo
da cultura. No Brasil, a selecdo recorrente tem sido empregada em milho (Escola Superior
de Agricultura Luiz de Queiroz — ESALQ e Universidade Federal de Vigosa - UFV), soja

(Embrapa Soja), feijdo e arroz (Embrapa Arroz e Feijao e UFV).

2.5.3 Programas de selecdo recorrente de arroz no Brasil

No Brasil, os programas de selecdo recorrente comecaram em 1990, com o
desenvolvimento da populacdo CNA-IRAT 4. Essa populacdo foi obtida através do uso do
gene da macho-esterilidade que permite a recombinacdo em campo sem a necessidade de
cruzamentos manuais dirigidos. Esta populacdo foi desenvolvida através da parceria entre
0 CIRAD (Franca) e a Embrapa Arroz e Feijdo. A CNA-IRAT 4 foi iniciada pelo
intercruzamento de dez cultivares/linhagens do sistema de cultivo irrigado.

Em 2002, a populacdo CNA 12 foi obtida atraves de intercruzamentos entre 16
genitores objetivando, principalmente, a extracdo de linhagens com resisténcia estavel a
brusone (Rangel et al., 2003). Essa populacdo foi sintetizada sem o uso da macho-
esterilidade, dependendo Unica e exclusivamente de cruzamentos manuais dirigidos. Além
destas, novas populacdes deste sistema de cultivo foram desenvolvidas, como a CNA 1 em
1991, a CNA 5 em 1993, a CNA 11 em 1996, e a CNA 12 em 2002 (Rangel & Neves,
1997; Rangel et al., 2003). Para o arroz do sistema de cultivo de terras altas foram
sintetizadas seis populacbes: CG1, CG2, CG3, CNA6, CNA7 e CNAL0. Estas populacdes
sdo selecionadas quanto a produtividade e qualidade de grdos, resisténcia a brusone e ao

acamamento, precocidade, vigor e resisténcia a pragas (Castro et al., 1999).

2.6 O GENOMA DO ARROZ

O genoma do arroz (Oryza sativa; genoma AA) é composto por 12
cromossomos (2n=24), possuindo 430 Mbp (milhdes de pares de base),distribuidos em
aproximadamente 1.500 cM (Kurata et al., 1994; Harushima et al., 1998). O arroz vem

sendo extensivamente estudado por geneticistas moleculares e constitui uma das espécies
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de plantas mais bem caracterizadas até hoje, sendo considerada uma planta modelo para as
demais espécies de gramineas, particularmente cereais (Jung et al., 2008).

O sequenciamento do genoma estrutural do arroz foi concluido em 2005, sendo
0 primeiro cereal a ter seu genoma completo sequenciado (IRGSP, 2005). O arroz possui
um genoma pequeno quando comparado ao de outras culturas de importancia alimentar.
Seu tamanho é um sexto menor que o genoma do milho (3.000 Mpb) e quarenta vezes
menor que o0 genoma do trigo (16.000 Mpb) (Feuillet & Keller, 2000; Jung et al., 2008).
Dados recentes obtidos com o sequenciamento do genoma estrutural do arroz indicaram a
presenga de 55.278 genes, dos quais 33.882 foram caracterizados, validados e
disponibilizados publicamente (IRGSP, 2005).

2.7 MARCADORES MOLECULARES

Segundo Borém & Miranda (2005), marcadores genéticos sdo quaisquer
caracteristicas, processos bioquimicos ou fragmentos de DNA que permitem a distin¢do de
individuos geneticamente diferentes. Os primeiros marcadores desenvolvidos foram os
marcadores morfoldgicos, baseados em caracteristicas visuais ou fenotipicas da planta,
utilizados até a década de 1960 (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Devido ao pequeno
namero de marcadores morfoldgicos disponiveis, a utilizacdo restrita a poucas espécies de
plantas e a baixa deteccdo de marcas polimorficas, esta classe de marcadores ndo foi
adotada por geneticistas, mas representou uma significativa contribuicdo para o
desenvolvimento tedrico de andlise de ligacdo e para as primeiras versdes de mapa de
ligagdo. Um grande avango na tecnologia de marcadores foi o surgimento e
desenvolvimento de descritores bioquimicos e enzimaticos para a caracterizacdo do
germoplasma (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Zimmer et al., 2005). Isso possibilitou uma
ampliacdo do numero de marcadores até entdo disponiveis, e a aplicabilidade quando da
técnica pdde ser repassada potencialmente para quase todas as espécies de plantas. Foram
marcadores utilizados de modo limitado, pois apesar de apresentarem um maior
polimorfismo e aplicabilidade comparado aos marcadores morfol6gicos, ainda nao
representaram um avancgo suficientemente grande a ponto de se tornar uma ferramenta
usual dentre os métodos de melhoramento. Com o avango e desenvolvimento de técnicas

da biologia molecular, foi proposta a deteccdo de polimorfismo genético diretamente em
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nivel de DNA, ou seja, os fragmentos de DNA passaram a ser usados como marcadores
genéticos para monitoramento da segregacdo cromossdmica (Borém & Miranda, 2005).

Os primeiros marcadores moleculares utilizavam fragmentos de DNA
formados a partir da digestdo do DNA por enzimas de restricdo, dando origem a classe de
marcadores denominada RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism). Este
marcador detecta o polimorfismo no comprimento dos fragmentos de DNA digeridos. Uma
vantagem deste tipo de marcador € a possibilidade de se acessar diretamente 0 genoétipo do
individuo, evitando a expressdo do fenoétipo e a influéncia do ambiente. Esses marcadores
permitiram uma maior amostragem do genoma, ndo ficando limitados apenas as regifes
ativas na expressdo génica, além de apresentarem um maior nivel de polimorfismo
associado a cada loco avaliado. Tal fato tornou estes marcadores bastante interessantes
para a construcdo de mapas genéticos e estudos de diversidade genética (Borba, 2007).

A tecnologia da reacdo de polimerase em cadeia, também conhecida como
PCR (Polymerase Chain Reaction), desenvolvida por Kary Mullis em 1987 (Mullis &
Faloona, 1987) causou uma verdadeira revolugdo na biologia devido a facilidade, rapidez e
versatilidade de seu uso (Ferreira & Grattapaglia, 1998). A PCR é uma técnica poderosa,
capaz de produzir grandes quantidades de DNA de segmentos especificos do genoma a
partir de quantidades minimas de DNA. Essa técnica envolve a sintese enzimatica in vitro
de milhdes de copias de um segmento especifico de DNA na presenca da enzima DNA
polimerase, permitindo a analise diretamente em géis de eletroforese através de corantes
especificos para DNA (brometo de etidio, nitrato de prata). Atualmente existe uma
infinidade de marcadores moleculares baseados nesta técnica, altamente polimorficos,
informativos e de facil obtencdo para qualquer espécie vegetal. Os marcadores atualmente
mais utilizados baseados nesta técnica estio o RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA) (Williams et al., 1990; Welsh & McClelland, 1990), microssatélites ou SSR (Simple
Sequence Repeats) (Litt & Luty, 1989; Weber & May, 1989) e os AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) (Zabeau, 1993).

Marcadores do tipo RAPD utilizam um oligonucleotideo (primer) sintético
como iniciador do processo de amplificagdo, cujo polimorfismo ocorre com a presencga ou
auséncia de bandas discretas de DNA (Borém & Miranda, 2005), sendo, portanto de
expressdao dominante. Marcadores dominantes sdo mais limitados, pois a deteccdo dos
individuos heterozigotos se torna mais dificil. Borba (2007) recomenda uma otimizacéo

bastante cuidadosa das condi¢Oes experimentais, para que desta forma, os resultados sejam
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mais confidveis e reproduziveis. Contudo, marcadores RAPD sdo eficientes e adequados
para amostrar polimorfismo de DNA amplamente distribuidos no genoma (Ferreira &
Grattapaglia, 1998; Borém & Miranda, 2005), podem ser utilizados em estudos de
caracterizacdo e diversidade de populacdes. Comparada ao RFLP, o RAPD é uma técnica
relativamente simples e rapida, aonde se requer poucas quantidade de DNA, menos mao-
de-obra e ndo envolve o uso de sondas radioativas. Marcadores RAPD podem facilmente
ser convertidos em marcadores SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions) (Paran
& Michelmore, 1993), de expressdo co-dominante. Estes marcadores sdo altamente
especificos e ndo apresentam os problemas de reprodutibilidade do RAPD. Os marcadores
AFLP, assim como o RAPD, sdo de expressdo dominante. E um marcador que combina a
especificidade, resolucdo e poder de amostragem da digestdo com enzimas de restrigéo,
com a velocidade e praticidade de deteccdo do polimorfismo via PCR. E uma técnica que
vem sendo muito utilizada para obtencdo de fingerprinting, mapeamento genético
principalmente de espécies de plantas cultivadas que sd@o populagdes que apresentam baixa
variabilidade genética o que acaba mostrando pouco polimorfismo. A maior limitagédo
desse marcador é o baixo conteudo de informacdo genética por loco e a necessidade do
DNA extraido ser de boa qualidade (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Nos ultimos anos os marcadores moleculares microssatélites ou SSR (Simple
Sequence Repeats) tém sido extensivamente usados na andlise genética de diversos
organismos. Em plantas, estudos mostraram que sitios de microssatélites sdo largamente
distribuidos com uma freqiiéncia de uma a cada cinquenta mil pares de bases (Ferreira &
Grattapaglia, 1998). Sdo marcadores atrativos por serem codominantes (€ possivel separar
homozigotos e heterozigotos), sdo multialélicos, possuem o mais elevado contetddo de
informacdo de polimorfismo (PIC), requerem quantidades minimas de DNA e de facil
utilizacdo para o arroz (McCouch et al., 1997; Olufowote et al., 1997; Nagaraju et al.,
2002), além de serem baseados na técnica de PCR (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Zimmer
et al., 2005). Os SSR séo muito frequentes e possuem ampla distribuicdo pelo genoma de
todas as espécies existentes, 0 que permite uma cobertura quase completa de qualquer
genoma eucarioto (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Para o arroz, estdo disponiveis mais de
trés mil marcadores SSR na base de dados Gramene (www.gramene.org), permitindo a
escolha de marcadores com maior potencial informativo e, a0 mesmo tempo, com ampla
dispersdo no genoma. Os marcadores SSR sdo amplamente usados em estudos de

determinacdo da variabilidade genética e caracterizacdo de germoplasma (McCouch et al.,
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1997; Ni et al., 2002; Ravi et al., 2003), identificacdo de genotipos e obtencdo de
fingerprintings (Djé et al., 1999; Cho et al., 2000), estimacdo da distancia genética entre
populacdes e materiais melhorados (Ren et al., 2003; Garris et al., 2005; Karasawa et al.,
2007), andlises de estruturacdo populacional de variedades cultivadas e silvestres
(Messeguer et al., 2004; Kuroda et al., 2005), mapeamento genético, mapeamento
associativo e andlises de QTL (Tanksley & Mc Couch, 1997; Ivandic et al., 2003; IRGSP,
2005), selecdo assistida por marcadores (SAM) (Peleman & Voort, 2003) e identificacdo

de sequéncias de genes candidatos (Wheeler et al., 2005).

2.7.1 Marcadores SSR em sele¢édo recorrente

Em selecdo recorrente os marcadores moleculares microssatélites, quando
utilizados, podem ser extremamente Gteis na escolha de genitores, na decisdo quanto ao
namero de intercruzamentos necessarios para se ter um bom nivel de recombinacdo e no
monitoramento do gene da macho-esterilidade (Courtois et al., 2003). Para que se consiga
ter uma alta variabilidade inicial nos programas de selecdo recorrente e para avaliacdo da
manutengdo da variabilidade durante os ciclos de recombinagdo, o uso de marcadores
moleculares se tornou uma ferramenta indispenséavel (Ramis, 2003).

Os marcadores SSR s&o considerados apropriados para identificacdo de
variabilidade devido a sua capacidade de detectar um grande numero de alelos
repetidamente, acuradamente e eficientemente (McCouch et al., 1997). Contudo, até o
momento, poucos trabalhos tem utilizado marcadores moleculares para o monitoramento
da variabilidade genética durante os ciclos de selecdo recorrente. Em estudos recentes,
marcadores moleculares RAPD foram usados para a caracterizagdo molecular de
populacdes de selecdo recorrente em aveia (De Koeyer et al., 1993), pimenta (Thabuis et
al., 2004) e Brassica napus (Yuan et al., 2004). Marcadores SSR tem sido utilizados para
monitoramento da variabilidade genética ao longo dos ciclos de selecdo recorrente em
culturas como arroz (Ramis, 2003; Badan, 2003, Brondani et al., 2005), trigo (Roder et al.,
1998; Liu et al., 2007), cevada (Struss & Plieske, 1998) e soja (Dje et al., 2000).

Em milho varios trabalhos usando ambos marcadores RAPD e SSR foram
realizados para determinacdo da variabilidade genética entre os ciclos e entre as
populagdes de selecédo recorrente (Pinto et al., 2003; Huang et al., 2004; Hinze et al., 2005;

Falke et al., 2007). Esses autores indicaram que o uso dos marcadores moleculares,
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principalmente os marcadores SSR, foi eficiente para determinacdo da variacdo da
diversidade alélica provocada pela deriva génica, cujo efeito € comum nas populacdes de

selecdo recorrente, bem como na definicdo da presenca de estruturacdo genética destas.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 DESENVOLVIMENTO DAS POPULACOES DE SELECAO RECORRENTE
CNA-IRAT 4 ECNA 12

A relacdo dos genitores que formaram as populacgdes utilizadas neste estudo, e
as metodologias para a formacdo dos ciclos e conducdo das duas populacdes de selecdo
recorrente estdo detalhados e descritos no Anexo A ( Descricdo da Obtencdo da Populacéo
de Selecdo Recorrente CNA-IRAT 4) e Anexo B (Descri¢do da Obtencdo da Populacdo de
Selecdo Recorrente CNA 12) do presente trabalho.

3.2 MATERIAL VEGETAL

Para a populacdo CNA-IRAT 4 foram avaliados os dez genitores que
originaram esta populacdo (BG 90-2, CNA 7, CNA 3815, CNA 3848, CNA 3887,
Col6émbia 1, Eloni, Nanicdo, UPR 103 e IR-36) e 180 individuos de cada um dos ciclos 1,
2 e 5. Estes individuos foram originados de sementes Sy, resultantes do ciclo anterior de
recombinacdo (sementes So.; oriundas de plantas macho-estéreis) e selecéo.

Para a populacdio CNA 12 foram avaliados os dezesseis genitores que
originaram esta populacdo (BRS Formoso, Oryzica-1, Chui, CNAIi 9020, CNA 5287, CNA
8621, Oryzica Lhanos-4, IRGA 417, CNAI 9029, Javae, Jequitiba, Taim, Diamante, CNA
8502, Maraja, Huan-Sen-Goo) e 180 individuos de cada um dos ciclos 1 e 2. Estes
individuos foram originados de sementes de plantas F, resultantes da auto-fecundacdo de
plantas hibridas obtidas via polinizacdo manual, oriundas da etapa de recombinacdo,

provenientes dos ciclos 1 e 2, obtida via polinizagdo manual.

3.3 EXTRACAO DO DNA GENOMICO
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Amostras de tecido foliar dos genitores e dos individuos representantes de cada
ciclo estudado foram coletadas e analisadas. As extracdes de DNA foram realizadas
segundo protocolo descrito por Doyle & Doyle (1987), modificado por Brondani et al.
(2002), que utiliza o detergente catidonico CTAB (cationic hexadecyl trimethyl ammonium
bromide) como tampdo de extracao.

O tecido foliar de cada individuo foi cortado (aproximadamente 100 mg) e
imediatamente transferido para tubo de 2,5 mL, aos quais foram acrescentados o tampéo de
extracdo CTAB. A cada tubo, foi adicionado uma esfera de porcelana (bead) para iniciar o
processo de maceracdo automatica realizada pelo aparelho BIO101, modelo Fastprep
FP120 (Thermo Electron Corporation), por 10 segundos em rotacdo 4. Em seguida, 0s
tubos foram incubados em banho-maria, por cerca de uma hora a 65 °C, homogeneizados a
cada 15 minutos. ApOs resfriamento dos tubos, foi adicionado 600 pL de
cloroférmio/alcool isoamilico, na proporcdo de 24:1. Os tubos foram homogeneizados a
fim de que todo material macerado entrasse em contato com a solucdo de
cloroférmio/alcool isoamilico e imediatamente centrifugados por 15 minutos em centrifuga
na rotacdo maxima de 13.000 rotagdes por minuto (rpm). Apds a centrifugacdo, o
sobrenadante foi transferido para tubos de 1,5 mL e adicionados 800 pL de etanol absoluto
resfriado a 4 °C. Os tubos foram novamente homogeneizado e colocados em freezer -20 °C
por duas horas. Ap0s esse resfriamento, os tubos foram novamente centrifugados por 15
minutos a 13.000 rpm, resultando na formacdo de um precipitado (pellet). O sobrenadante
foi descartado e o precipitado foi lavado por duas vezes com 800 pL de etanol 70%,
seguido por lavagem com 4alcool absoluto. Cada lavagem foi acompanhada de
centrifugacdo por 5 minutos a 13.000 rpm. O precipitado foi seco a temperatura ambiente
por, aproximadamente, meia hora. Ao final do processo, o precipitado foi ressuspenso em
50 pL de tampédo Tris-EDTA (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 1 mM EDTA com pH 8,0)
contendo enzima RNAse (10 pg.mL™), e incubado em estufa 37 °C por uma hora para
completa degradacdo do RNA. Em seguida o DNA foi armazenado a 4 °C para completa

ressuspencao, seguidos pelos procedimento de quantificacdo e armazenamento a —20 °C.

3.4 QUANTIFICACAO DO DNA GENOMICO
A concentracdo do DNA de cada gendtipo foi estimada através da colocacédo de
uma aliquota de 3 pL em gel de agarose 1,0% contendo brometo de etidio (0,2 pg.mL™) e

submetida a eletroforese horizontal contendo solucéo salina TBE 1X (0,09 M Tris Borato e
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2mM EDTA). A concentracdo de DNA de cada amostra foi comparada ao DNA-padréo do
fago A (lambda), nas concentrag¢fes de 25, 50, 100 e 200 ng. Os géis foram submetidos a
eletroforese por 20 minutos a 80 Volts. Logo apés a eletroforese, a imagem do gel foi
registrada no sistema de fotodocumentacdo Eagle-Eye Il (Stratagene) e realizada a
determinacdo da concentracdo de DNA para cada amostra via comparagdo visual. Em
seguida foram realizadas as diluicdes para a concentracéo final de DNA de 3ng.uL™.

3.5 ANALISE MOLECULAR POR MARCADORES SSR

Para a analise genética das populacdes CNA-IRAT 4 e CNA 12 foram utilizados o0s
marcadores microssatélites MRG4653, MRG4961, OG7, OG17, OG61, OG106, RM9,
RM11, RM38, RM204, RM207, RM223, RM224, RM229, RM247, RM248. RM257 das
séries RM (Panaud et al., 1996; Chen et al., 1997), OG (Brondani et al., 2001), e MRG
(Brondani et al., 2005; Brunes et al., 2007), escolhidos com base no seu alto contetdo
informativo previamente testado nos genitores aliados a um bom padréo de resolucdo em

géis de acrilamida.
3.6 CONDICOES DE AMPLIFICACAO DA PCR

As reacfes de amplificacdo foram realizadas em placas de 96 pogos, em
volume final de 15 uL contendo 1,4 pL de Agua Mili-Q autoclavada, 1,5 pL de Tampio
10X (concentragdo final de 10mM de Tris-HCI pH 8,3; 50 mM de KCI; e 1,5 mM de
MgCly), 1,3 uL de dNTP (2,5 mM), 1,3 uLL de DMSO (concentracao final 50%), 0,2 uL de
enzima Taq polimerase ( Su.uL™) e 4,3uL de primer (0,9 mM), e 1pL de DNA gendmico
"a 3 ng/mL. As reacdes de amplificacdo de PCR foram conduzidas em termociclador PT-
100 Thermal Controller (MJ Research) com a seguinte programacéo: um pre-ciclo de 96°C
por 2 min; seguido por 30 ciclos de 94°C por 1 min, 56°C por 1 min, 72°C por 1 min; e um
ultimo passo de 72°C por 7 min.

A eletroforese dos produtos amplificados foi realizada em géis de
poliacrilamida desnaturante 6% (contendo 7M de uréia), coradas com nitrato de prata, de
acordo com protocolo descrito por Creste et al. (2001). Apos a secagem completa dos géis,
estes foram visualizados em aparelho transiluminador. O tamanho das bandas amplificadas

foi determinado de acordo com a posi¢do das bandas do marcador padrdo Ladder 10Kb
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(Stratagene), as quais sdo definidas pela massa molecular. Os dados referentes a
genotipagem dos géis foram transferidos em planilha Excel e analisados.

3.7 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

A estimativa de alelos privados (ou exclusivos) e o teste de aderéncia ao
Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), foram realizados pelo programa GDA (Lewis &
Zaikin, 2001), diferencas significativas estatisticamente, a uma probabilidade de p-valor de
0,05 entre a heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He) foram consideradas como
desvios do EHW entre os ciclos de selegé@o recorrente de cada loco nas populacGes. Este
software calcula valores médios de He e Ho através dos estimadores de diversidade
genética determinados por Nei (1972). A Heterozigosidade esperada calculada pelo GDA

leva em consideragdo um estimador ndo viesado determinado pela multiplicacdo da

heterozigosidade amostrada He = (1—2u p2) pelo fator (2n/2n-1).

O célculo do numero médio de alelos efetivos (Ae), heteozigosidade maxima
(Hmax) e a taxa de cruzamentos aparentes foram calculados respectivamente pelas

férmulas:
L

em que He corresponde aos indices de heterozigosidade esperada citada acima e f
corresponde ao coeficiente de endogamia descrito por Cockerham (1969).

Os indices de diversidade genética observados, as estatisticas F de Wright
(1951, 1965) e a determinacdo do PIC (Polymorphism Information Content, ou conteddo
de informacdo de polimorfismo) foram calculados pelo programa Powermarker (Liu,
2004).

As estatisticas F de Wright foram calculados de acordo com a formula

1-F; =(1-Fg).(—F)
em que:
e Fr corresponde ao indice de fixacdo ou coeficiente de endogamia para o conjunto
das populacdes (devido ao sistema reprodutivo e subdivisdo);

e Fis corresponde ao indice de fixagdo ou coeficiente de endogamia intrapopulacional

(devido ao sistema reprodutivo);
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e Fst corresponde ao indice de fixacéo ou coeficiente de endogamia entre populagdes
(devido a subdivisao).

Este programa ainda calcula valores de PIC segundo descritos por Botstein et
al. (1980) através da formula:

PIC, :1—ZK:Pu2 —i Zk:2Pu2Pv2
u=1 u=1 v=u+1

A Probabilidade de Identidade (PI), que é a probabilidade de dois individuos
amostrados na populagdo serem geneticamente idénticos devido ao acaso, foi estimada pela
formula: Zn:(pi2 )? +Zn: Zn:(z P, pj)2 ; através do programa Identity (Horst & Kiristina,

i=1 i=1 j=i+l
1999).

A distancia genética entre os ciclos das popula¢des foram calculadas usando o
coeficiente de similaridade de Rogers modificado por Wright (1978) (Rogers-W)
disponivel no programa NTSys (Rohlf, 1989). O critério de agrupamento utilizado foi
UPGMA (Unweighted Pair Group Method Arithmetical Means) e a consisténcia dos
dendrogramas foi testada através de correlacdes cofenéticas.

A analise de variancia de dados moleculares (AMOVA), descrita por Excoffier
et al. (1992), foi realizada pelo programa Arlequin (Schneider et al., 2000). A utilizagdo do
procedimento estatistico AMOVA permitiu a decomposi¢do da variancia genética total em
componentes de variacdo entre os ciclos das populacdes de selecdo recorrente, bem como
entre os individuos dentro dos ciclos. Todas as correla¢bes foram realizadas com um total
de 1000 permutacgdes. A estruturacdo espacial dos genitores e individuos de cada ciclo de
sele¢do recorrente foi obtida pela andlise fatorial de correspondéncia (AFC), disponivel no

programa Genetix (Belkhir et al., 2001).



4 RESULTADOS

4.1 DETERMINACAO DA DIVERSIDADE GENETICA

4.1.1 Caracterizacdo molecular da populacéo

Cada populacdo foi analisada por 14 marcadores microssatélites, dos quais
onze foram comuns as duas populacdes de selecdo recorrente (Tabela 2). Os trés
marcadores exclusivos da populacdo CNA-IRAT 4 (RM223, RM229 e RM 247) nao foram
usados na andlise da populacdo CNA 12 pois resultou em um padrdo monomorfico para os
seus genitores, sendo entdo substituidos, assim outros trés marcadores foram escolhidos

para a caracterizacdo desta populacéo.

Tabela2. Marcadores SSR utilizados nas analises das duas populagdes CNA-IRAT 4 e CNA 12
de selecdo recorrente e a localizagdo destes no respectivo cromossomo.

Marcador Populacéo Cromossomo Fonte

SSR

0G07 CNA-IRAT4 e CNA12 11 Brondani et al. (2001)
0G17 CNA-IRAT4 e CNA12 2 Brondani et al. (2001)
0G61 CNA-IRAT4 e CNA12 5 Brondani et al. (2001)
0G106 CNA-IRAT4 e CNA12 9 Brondani et al. (2001)
RMO09 CNA-IRAT4 e CNA12 1 Panaud et al. (1996)
RM11 CNA-IRAT4 e CNA12 7 Panaud et al. (1996)
RM38 CNA-IRAT4 e CNA12 8 Panaud et.al. (1996)
RM 207 CNA-IRAT4 e CNA12 2 Chen et al. (1997)
RM224 CNA-IRAT4 e CNA12 11 Chen et al. (1997)
RM257 CNA-IRAT4 e CNA12 9 Chen et al. (1997)
MRG4653 CNA-IRAT4 e CNA12 12 Brunes et al. (2007)
RM223 CNA-IRAT4 8 Chen et al. (1997)
RM229 CNA-IRAT4 11 Chen et al. (1997)
RM247 CNA-IRAT4 12 Chen et al. (1997)
RM204 CNA12 6 Chen et al. (1997)
RM248 CNA12 7 Chen et al. (1997)
MRG4961 CNA12 11 Brondani et al. (2005)
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Na populacdo CNA-IRAT 4 foram identificados um total de 105 alelos (média
de 7,5 alelos/loco) para o conjunto dos 14 marcadores SSR. Foram detectados nos
parentais 74 alelos (5 alelos/loco), enquanto os ciclos 1, 2 e 5 foram encontrados 71 (5,07
alelos/loco), 79 (5,64 alelos/loco) e 73 alelos (5,28 alelos/loco), respectivamente. Os
valores do Conteudo de Informagéo de Polimorfismo ou PIC (Polymorphism Information
Content) para os genitores variaram de 0,91 (OGO07) a 0,44 (RM223), com média de 0,70
(Tabela 3).

Tabela3. Numero de alelos/loco e PIC para os marcadores utilizados na analise da populagéo de
selecdo recorrente CNA-IRAT 4,

SSR Alelos/Loco PIC

Genitores  Ciclol Ciclo2 Ciclo5 Genitores Ciclol Ciclo2 Ciclo5
0Go07 4 5 5 3 0,61 0,39 0,34 0,34
0G17 8 7 6 6 0,91 0,65 0,53 0,37
0G61 6 6 8 10 0,84 0,58 0,58 0,60
0G106 5 6 5 5 0,74 0,71 0,62 0,73
RMO09 5 5 4 6 0,77 0,73 0,72 0,76
RM11 5 6 7 6 0,63 0,51 0,55 0,56
RM38 4 2 3 5 0,50 0,18 0,12 0,20
RM207 7 7 9 7 0,82 0,69 0,73 0,70
RM224 5 7 8 8 0,74 0,79 0,78 0,74
RM257 5 4 7 6 0,79 0,72 0,74 0,74
MRG4653 3 5 3 4 0,61 0,64 0,54 0,58
RM223 4 4 7 3 0,44 0,40 0,36 0,39
RM229 4 4 4 2 0,69 0,51 0,44 0,33
RM247 5 3 3 3 0,72 0,51 0,48 0,53
Média 5 5,07 5,64 5,29 0,70 0,57 0,54 0,54

Ainda considerando os individuos dentro de cada ciclo de selecéo recorrente, 0
PIC variou de 0,79 (RM224) a 0,18 (RM38) no ciclo 1. Para o ciclo 2, o PIC variou de
0,78 (RM224) a 0,12 (RM38), e no ciclo 5 estes valores variaram de 0,76 (RMQ9) a 0,20
(RM38), com médias de 0,57; 0,54 e 0,54 para os ciclos 1, 2 e 5, respectivamente (Tabela
3).

Na populacdo CNA 12 foram identificados um total de 95 alelos (média de 6,7
alelos/loco) para o conjunto dos 14 marcadores SSR. Foram detectados nos parentais 83
alelos (5,93 alelos/loco), enquanto os ciclos 1 e 2 apresentaram 76 (5,43 alelos/loco) e 87
(6,21 alelos/loco) respectivamente. Os valores de PIC variaram de 0,84 (RM224) a 0,47
(OGO07) para os genitores. Considerando os ciclos, o PIC no ciclo 1 variou de 0,76 (RM224
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e OG17) a 0,37 (OGO07), enquanto o ciclo 2 esses valores variaram de 0,77 (OG17) a 0,35
(4653) (Tabela 4).

Tabela4. Numero de alelos/loco e PIC para os marcadores utilizados na analise da populagéo de
selecdo recorrente CNA 12.

SSR Alelos/Loco PIC
Genitores Ciclol Ciclo2 Genitores Ciclol Ciclo2

0Go07 4 3 5 0,47 0,37 0,36
0G17 7 7 8 0,83 0,76 0,77
0G61 8 9 10 0,74 0,68 0,59
0G106 4 3 4 0,56 0,41 0,51
RMO09 7 6 6 0,77 0,67 0,61
RM11 7 7 7 0,64 0,56 0,62
RM38 5 4 6 0,70 0,38 0,46
RM207 5 4 6 0,70 0,62 0,68
RM224 7 6 6 0,84 0,76 0,70
RM257 5 3 6 0,65 0,42 0,56
RM247 6 6 6 0,56 0,43 0,35
RM204 6 6 5 0,75 0,63 0,57
RM248 6 6 7 0,69 0,53 0,47
MRG4961 6 6 5 0,69 0,62 0,43
Média 5,93 5,43 6,21 0,63 0,56 0,55

De maneira geral, em ambas populagdes, foi constatado um aumento do valor
de alelos/loco concomitantemente a diminuicdo dos valores de PIC (Tabelas 3 e 4). Essa
situacdo especifica, aonde foram detectados um maior nimero de alelos nos ciclos de
selecdo recorrente comparados aos genitores é explicada pela existéncia de alelos que
foram introduzidos as populacdes no decorrer dos ciclos de selecdo, inexistentes nos
genitores, e que neste estudo serdo referidos como alelos ndo-esperados. Apesar do
aumento do namero total de alelos detectados por marcadores SSR, o PIC diminuiu com o
avanco dos ciclos, e isto ocorreu porque o calculo dos valores de PIC leva em conta o
namero de alelos e suas respectivas frequéncias. Alelos ndo-esperados ocorrem, a0 menos
nos ciclos imediatos a sua incorporacdo na populacdo, em baixa frequéncia, diminuindo
com isto os valores do PIC médio destes ciclos.

A Probabilidade de Identidade (Pl) corresponde a probabilidade de serem
encontrados dois genotipos idénticos por descendéncia ou por estado, ao acaso, em um
determinado conjunto de genotipos sob estudo. Para a populacdo CNA-IRAT 4, os
genitores apresentaram um P de 4,75 x 10 °, enquanto os ciclos 1, 2 e 5 apresentaram Pl
de 1,63 x 107, 3,06 x 107 e 2,85 x 10 respectivamente. O PI total da populacio CNA-
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IRAT 4 foi de 1,89 x 10”". A populagido CNA 12 obteve um PI para os genitores de 3,97 x
10, enquanto os ciclos 1 e 2 apresentaram 3,97 x 10® e 5,11 x 10°® respectivamente. O Pl
global desta populacéo foi de 2,03 x 10°®. Os baixos valores de PI encontrados indicam que
0 conjunto de marcadores escolhidos para a caracterizacdo das populacdes sdo altamente

informativos, e produziram resultados bastante confiaveis.

4.1.2 Presenca de alelos ndo-esperados

Foi observada em ambas populacgdes a presenca de alelos ndo identificados nos
genitores. A populacdo CNA-IRAT 4 amostrou um total de 31 alelos n&o-esperados
(Tabela 5), sendo 12 encontrados no Ciclol, 20 no Ciclo 2 e 15 no Ciclo 5.

Apenas os marcadores RM38 e RM247 ndo detectaram alelos ndo-esperados.
Os locos que apresentaram maior nimero de alelos ndo-esperados (cinco no total) foram
RM 207 e o loco RM 11, considerando os trés ciclos analisados (Tabela 5). Apesar de
estarem em baixa frequéncia no ciclo onde foi detectado, foi possivel identificar alguns
destes alelos em ciclos subsequentes. Por exemplo, os alelos ndo-esperados 126 e 160
detectados pelo marcador OGO7 no ciclo 1 foram detectados no ciclo 2 da populagdo
CNA-IRAT 4, mas ndo foram detectados no ciclo 5, indicando que 0os mesmos estdo em
frequéncia muito baixa, ndo tendo sido detectados nos individuos avaliados, ou até mesmo
tenham sido eliminados da populacéo (Tabela 5).

Outros alelos aumentaram a sua freqiiéncia na populacéo, permanecendo nos
trés ciclos estudados, como o alelo 128 detectado pelo marcador RM11. O alelo 146
(RM11) foi detectado nos ciclos 1 e 5, mas ndo no ciclo 2, provavelmente devido sua baixa
frequéncia na populacao, ou por ter surgido novamente na populacédo devido a novo evento
de fecundacdo com material genético plantado em area adjacente a area utilizada para
recombinacdo. Esses alelos ndo-esperados podem aparecer em qualquer ciclo de selecéo,
bem como desaparecer devido ao processo de selecdo que pode eliminar alguns alelos que
se apresentam em baixa freqliéncia.

Nove alelos ndo-esperados do ciclo 1 avancaram até o ciclo 2 mas ndo
permaneceram até o ciclo 5. Cinco alelos ndo-esperados se mantiveram durante os trés
ciclos de selecdo detectados pelos marcadores OG61, RM11, RM207 e RM224. Foram
detectados doze alelos ndo-esperados a partir do ciclo 2, mas apenas sete se mantiveram

até o ciclo 5. No ciclo 5 foram identificados oito novos alelos ndo-esperados, podendo ter
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sido incorporados nos ciclos 3, 4 ou 5, indicando que a medida em que vdo sendo
avancados os ciclos de populagdes de selecdo recorrente recombinadas via gene da macho-
esterilidade, vdo sendo acumulados e fixados alelos nao-esperados, o que acaba dando

origem a individuos com composicéo alélica bastante diferenciada entre ciclos.

Tabela 5. Alelos ndo-esperados e sua frequéncia presentes na populacdo CNA-IRAT 4.

Marcadores Alelos N&o-Esperados
SSR
Alelos Ciclol Ciclo2 Ciclo5
Frequéncia
0G07 126 0,0028 0,0083 -
160 0,0028 0,0083 -
OG17 130 - 0,0028 -
132 0,0028 - -
0G61 108 - 0,0139 0,0316
116 . 0,0028 0,0056
118 - - 0,0082
136 0,0611 0,0167 0,0361
148 . . 0,0278
0G106 238 - . 0,0167
244 0,0028 0,0028 o
RMO09 128 - - 0,0389
140 - - 0,0167
RM11 98 . 0,0278 -
124 . 0,0167 .
128 0,0056 0,1417 1,1722
146 0,0861 - 0,0083
RM207 98 - 0,0611 -
116 . 0,0139 -
134 . . 0,0677
136 0,4306 0,3583 0,4361
RM223 164 - 0,0028 -
RM224 130 - 0,0306 -
148 0,0056 0,0056 0,0028
150 - - 0,0028
156 0,0861 0,0417 0,05
RM229 114 - 0,0083 -
124 0,0111 . .
RM257 176 . 0,0028 .
182 - 0,0056 o
MRG4653 98 0,0111

Os alelos nédo-esperados na populagdo CNA 12 (Tabela 6), recombinada
manualmente, foram menos freqlientes que os presentes na populacdo CNA-IRAT 4, que
por sua vez foi recombinada utilizando o gene da macho-esterilidade. No total, 12 alelos

ndo esperados foram detectados nos ciclos 1 e 2, com 3 e 10 alelos respectivamente
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(Tabela 6). Dos trés alelos ndo esperados detectados no primeiro ciclo de sele¢éo, apenas o
alelo 138 (OG 61) foi identificado no ciclo 2. Os alelos ndo esperados detectados nesta
populacdo recombinada manualmente podem ter sido resultantes de falha durante a
polinizacdo controlada, ou resultantes de fecundacdo cruzada no campo, durante as etapas
de: a) obtencdo de plantas F, (a partir das sementes recombinadas F;); b) avaliacdo e
selecdo de familias F,.3; ou c) avaliacdo e selecdo de familias F,.4, as quais serdo utilizadas

no novo ciclo de recombinacéo.

Tabela 6. Freqliéncia e nimero de alelos ndo-esperados na populacdo CNA 12.

Marcadores Alelos N&o-Esperados
SSR Alelos Ciclo 1 Ciclo 2
Frequéncia
0G07 146 - 0,0056
0OG17 114 - 0,0056
160 - 0,0083
0G61 132 - 0,0194
138 0,0184 0,0056
RM11 122 . 0,0028
134 0,0031 .
RM38 280 - 0,0083
RM207 130 - 0,025
RM248 88 - 0,0083
RM257 170 . 0,0028
MRG4653 126 0,0031

4.1.3  Manutencdo de alelos especificos ao longo dos ciclos de sele¢do recorrente

Observou-se que o numero total de alelos dos genitores da populacdo CNA-
IRAT 4, em comparagdo com os alelos detectados nos individuos dos ciclos 1, 2 e 5,
decresceu continuamente, sendo uma evidéncia de que o processo de recombinacdo e
selecdo dos individuos estd conduzindo a um processo de perda de variabilidade alélica
oriunda exclusivamente dos genitores. Contudo, a introdugdo aleatéria de alelos néo-
esperados, caso estes adicionem valor adaptativo a populacdo, podem ser fixados, e
contribuirem para o aumento de sua variabilidade alélica (Tabela 7). Por outro lado,
observou-se na populagdo CNA 12 que a proporcao do namero total de alelos dos genitores
aumentou do ciclo 1 para o ciclo 2 (75,79% para 81,05%), resultado da recombinagao

planejada, que forgcosamente mantém a participacdo alélica de todos os genitores na
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progénie, e do processo de aleatorio de escolha dos individuos para serem analisados por
marcadores moleculares (Tabela 7).

Tabela 7. Porcentagem da contribuicdo alélica dos genitores e dos alelos exclusivos dos mesmos
ao longo dos ciclos de selecéo recorrente das populaces CNA-IRAT 4 e CNA 12.

Alelos Genitores CNA-IRAT 4 CNA 12

Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 5 Ciclo 1 Ciclo 2
Alelos Totais 80,82% 76,71% 71,23% 75,79% 81,05%
Alelos Privados 67,50% 55,00% 55,00% 78,95% 86,84%

Considerando apenas os alelos exclusivos ou privados, ou seja, alelos que
ocorreram em apenas um genitor, o percentual de alelos detectados na populagdo CNA-
IRAT 4 nos ciclos 1, 2 e 5, em relagdo ao numero de alelos do conjunto de genitores, caiu
de 67,5% no ciclo 1, estabilizando em 55% nos ciclos 2 e 5. Na populacdo CNA 12, por
outro lado, ocorreu um aumento do percentual de participacdo dos alelos privados dos
genitores entre os ciclos 1 e 2, acompanhando a tendéncia observada no nimero total de
alelos dos genitores. A presenca destes alelos permite o monitoramento de fragmentos
gendmicos especificos do genitor em que fora detectado, e com isto estimar a contribui¢do
de cada genitor ao longo dos ciclos da populacdo. Na CNA-IRAT 4, os genitores com
maior nimero de alelos privados foram o Colémbia 1, IR 36 e CNA 7, todos apresentando
seis alelos privados, e com menor nimero foi o genitor BG 90-2, com apenas dois alelos
privados. Na CNA 12, os genitores que apresentaram o maior numero de alelos privados
foram Huan-Sen-Goo e 5287 ambos com nove alelos privados, € com 0 menor nimero foi
CNAIi 9029, com apenas um alelo privado.

O tamanho efetivo populacional (Ne) refere-se ao nimero de individuos que
efetivamente participam da reproducdo e de sua contribuicdo relativa para a geracao
seguinte (Crossa & Vencovsky, 1994). Deste modo, quanto maior a sua magnitude, menor
sera o efeito da endogamia na populacdo. As populacbes CNA-IRAT 4 e CNA 12
utilizadas neste projeto apresentaram um coeficiente de endogamia ou f médio varidvel no
decorrer dos ciclos (Tabela 8).

Assim, considerando o nivel de endogamia que cada ciclo se encontra e dada a
formula de tamanho efetivo amostral Ne=N/1+f; para uma populagdo aonde se amostrou

180 individuos em cada ciclo, o tamanho efetivo da populacdo CNA-IRAT 4 para o ciclo 1
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foi de aproximadamente 176 plantas, os ciclos 2 e 5 apresentaram um tamanho efetivo
amostral de 138 e 140 plantas respectivamente (Tabela 8). Para a populagdo CNA 12, o Ne
no ciclo 1 foi de 112 individuos e para o ciclo 2 o tamanho amostral aumentou para 116
individuos. As estimativas da taxa de cruzamento aparente (ty,), que também depende da
estimativa da endogamia (f), foram maiores para a CNA-IRAT 4, apesar de ter sua
magnitude estagnada entre os ciclos 3 e 5. Por outro lado, houve um aumento consideravel
na typ em apenas um ciclo de recombinagdo da CNA 12, o que indica que o aumento do
numero de recombinacdes planejadas entre familias contribuira com a diminuicdo da

endogamia, e consequentemente, com o0 aumento da t,.

Tabela 8. Coeficientes de endogamia médio (f), tamanho efetivo amostral (Ne) e Taxas de
cruzamentos aparente (Tap) detectados para cada ciclo de selecdo recorrente das
populagdes CNA-IRAT 4 e CNA 12.

Populacao Ciclos £ (médio) Ne=N/1+f (individuos) Tap
CNA-IRAT 4 Ciclo 1 0,24 176 0,61
Ciclo 2 0,30 138 0,54
Ciclo 5 0,29 140 0,55
CNA 12 Ciclo 1 0,61 112 0,24
Ciclo 2 0,55 116 0,29

A populacdo CNA-IRAT 4, identificou apenas cinco alelos de um total de 73
alelos parentais, detectados nos ciclos 2 e 5 que ndo foram devidamente amostrados no
ciclo 1, portanto, foi constatado uma porcentagem de erro amostral de somente 6,8%. A
populacdo CNA 12 também apresentou somente cinco alelos dos 83 totais que
reapareceram no ciclo 2 mas ndo foram amostrados no ciclo 1, assim a porcentagem do

erro de amostragem nesta populacgdo ficou em torno de 6%.

O namero médio de alelos efetivos (Ae) nos ciclos da populacdo CNA-IRAT 4
foi menor que o numero de alelos médio para os genitores e os ciclos de selecdo recorrente
(Tabela 9).0 Ae dos genitores foi de 4,14, enquanto os ciclos 1, 2 e 5 apresentaram um Ae
de 2,66; 2,5 e 2,56, respectivamente. Da mesma forma, na populagdo CNA 12 as
estimativas de Ae sempre foram inferiores ao numero médio de alelos encontrados, com
um Ae de 3,52 para 0s genitores, enquanto os ciclos 1 e 2 obtiveram um Ae de 2,71 e 2,55,
respectivamente (Tabela 10). A diferenca entre o nimero de alelos efetivamente detectados

pelos marcadores e 0 Ae € devida a presenca de alelos de baixa frequéncia.
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Tabela 9. Parametros populacionais obtidos para a populacdo CNA-IRAT 4: A: nimero de
alelos, Ae: numero de alelos efetivos, Ho: heterozigosidade observada; He:
heterozigosidade esperada; Hméax: heterozigosidade méaxima esperada.

Grupos A Ae Ho He Hméax H/Hmax
Genitores 5,00 4,14 0,07 0,70 0,80 0,88
Ciclol 5,07 2,66 0,43 0,57 0,80 0,71
Ciclo2 5,64 2,50 0,38 0,54 0,82 0,65
Ciclo5 5,28 2,56 0,38 0,54 0,81 0,67

Tabela 10. Parametros populacionais obtidos para a populagdo CNA 12: A: nimero de alelos, Ae:
nimero de alelos efetivos, Ho: heterozigosidade observada; He: heterozigosidade
esperada; Hmax: heterozigosidade méaxima esperada.

Grupos A Ae Ho He Hmax H/Hmax
Genitores 5,93 3,52 0,06 0,68 0,83 0,82
Ciclo1 5,43 2,71 0,23 0,59 0,82 0,72
Ciclo 2 6,21 2,55 0,26 0,57 0,84 0,68

A diversidade genética maxima (Hméax) refere-se ao valor méaximo
teoricamente esperado da diversidade génica (He), considerando o numero de alelos
observado na analise. Neste trabalho, os marcadores SSR puderam detectar, no ciclo 1 da
CNA-IRAT 4, 71% da diversidade genética maxima, numero que foi sendo reduzido a
67% ciclo 5 (Tabela 9). Na CNA 12, por sua vez, 72% da Hméax foi detectada no ciclo 1,
sendo reduzida a 68% no ciclo 2 (Tabela 10). Os maiores valores encontrados de Hmax em
relacdo ao He nas duas populacdes de selecdo recorrente sdo resultantes de um grande

namero de alelos de baixa frequéncia.

4.1.4 Estimativa do equilibrio de Hardy-Weinberg

A analise do Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) indica que quando as
probabilidades de p-valor sdo menores que o nivel de significancia 0,05, as populactes
possuem indices de heterozigosidade observada estatisticamente diferentes da
heterozigosidade esperada sob equilibrio, indicando que a populacdo ou o loco, esta
desviando-se do EHW.



49

Na anélise da populacdo CNA-IRAT 4 (Tabela 11) somente dois marcadores
apresentaram equilibrio no Ciclo 1 (RM 11 e RM 38) e no Ciclo 2 (4653 e RM247), e trés
marcadores mostraram-se em equilibrio no Ciclo 5 (OG07, RM 38 e RM 229).
Considerando a maior parte dos locos, pode-se constatar que a populacdo CNA-IRAT 4
ndo se encontra em equilibrio, situacdo que somente seria esperada se a populacao
idealizada fosse suficientemente grande, se possuisse 0s cruzamentos completamente ao
acaso, e se nao houvesse selecdo, mutacdo ou deriva genética, pressupostos necessarios
para o estabelecimento do EHW. No caso de populagdes de selecdo recorrente o nimero de
plantas utilizadas na etapa de recombinacdo ndo pode ser considerado suficientemente
grande j& que trata-se de amostras da populacédo, além de ainda ocorrer a selecdo genética
presente em cada ciclo das etapas da selecdo recorrente. Ainda, 0s cruzamentos nao sao
totalmente aleatérios e devido a selecdo sofrida em cada ciclo, ocorrem também efeitos de

deriva genética.

Tabela 11. Heterozigosidade Observada (Ho), Heterozigosidade Esperada (He) e Probabilidades
do p-valor dos marcadores em cada ciclo de sele¢do recorrente da populagdo CNA-

IRAT 4.
Ciclol Ciclo2 Ciclo5
Locos Ho He p-valor Ho He p-valor Ho He p-valor
0G07 0,3333 10,3871 10,0414 10,3176 10,3369 0,0232 0,3073 0,3398 0,3521
0G17 0,4800 0,6485 0,0000 0,3728 10,5319 0,0000 0,2034 0,3664 0,0000
0G61 0,3408 0,5840 0,0000 0,3434 0,5824 0,0000 0,4253 0,5979 0,0000
0G106 0,5196 0,7142 0,0000 0,3657 0,6246 0,0000 0,4804 0,7276 0,0000
RMO09 0,6509 0,7301 0,0000 0,4472 0,7159 0,0000 0,5455 0,7628 0,0000
RM11 0,4500 0,5092 10,0630 0,4036 0,5518 0,0000 0,4343 0,5614 0,0000
RM38 0,1989 0,1796 10,2239 0,0867 0,1155 0,0087 0,1977 0,2000 0,4519

RM207 0,3086 0,6875 0,0000 0,3818 0,7257 0,0000 0,2273 0,7024 0,0000
RM223 0,3068 0,4022 10,0000 0,2609 0,3573 0,0000 0,2528 0,3896 0,0000
RM224 0,6034 0,7874 0,0000 0,5602 0,7775 0,0000 0,5056 0,7434 0,0000
RM229 0,4713 0,5062 0,0000 0,4052 0,4378 10,0421 0,2768 0,3283 0,0611
RM247 0,3977 0,5058 0,0012 0,4268 0,4847 0,0913 0,3931 0,5337 0,0000
RM257 0,4775 0,7195 0,0000 0,3663 0,7432 0,0000 0,5207 0,7436 0,0000
MRG4653 0,5084 0,6353 0,0000 0,5535 0,5422 0,6329 0,6057 0,5771 0,0440

Com relacédo a populagéo de selecao recorrente CNA 12, nenhum dos quatorze
marcadores avaliados detectou a condi¢do de Equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 12).
Pbde-se constatar, gracas a esses resultados observados, que a populacdo CNA 12 como
um todo ndo se encontra em equilibrio. Assim como na populacdo CNA-IRAT 4, esse fato

ocorreu devido a auséncia dos diversos pressupostos da existéncia do EHW (populagdes
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infinitamente grandes; cruzamentos ao acaso; auséncia de mutagdo, selecdo ou deriva

genética) em populacfes submetidas a selecédo recorrente.

Tabela 12. Heterozigosidade Observada (Ho), Heterozigosidade Esperada (He) e probabilidades
do p-valor dos marcadores em cada ciclo de selecdo recorrente da populacdo CNA 12.

Ciclol Ciclo2
Locos Ho He p-valor Ho He p-valor
OG7 0,1899 0,4344 0,0000 0,2067 0,4197 0,0000
0OG17 0,2443 0,7756 0,0000 0,3543 0,7826 0,0000
0G61 0,3687 0,7047 0,0000 0,1955 0,6120 0,0000
0G106 0,1292 0,5011 0,0000 0,2674 0,5504 0,0000
RM9 0,3220 0,6994 0,0000 0,4034 0,6335 0,0000
RM11 0,2793 0,5896 0,0000 0,3184 0,6470 0,0000
RM38 0,1222 0,4076 0,0000 0,1695 0,4687 0,0000
RM204 0,2905 0,6731 0,0000 0,3483 0,5988 0,0000
RM207 0,1714 0,6147 0,0000 0,0899 0,6795 0,0000
RM224 0,4034 0,7845 0,0000 0,3390 0,7381 0,0000
RM248 0,1897 0,5440 0,0000 0,2529 0,4452 0,0000
RM257 0,0739 0,4815 0,0000 0,2542 0,5969 0,0000
MRG4653 0,1648 0,4322 0,0000 0,1564 0,3636 0,0000
MRG4961 0,2857 0,6349 0,0000 0,2833 0,4691 0,0000

4.1.5 Distancia genética entre os ciclos

Com a finalidade de avaliar a variabilidade genética presente nos genitores das
populacdes CNA-IRAT 4 e CNA 12, foram construidos dendrogramas baseados no
coeficiente de distancia Rogers-W. Os genitores da populacdo CNA-IRAT 4 apresentaram
uma distancia genética média de Rogers-W de 0,86 e utilizando este valor como ponto de
corte para a formacéo de grupos de similaridade, dois grupos distintos foram obtidos, mais
0 genitor ndo-agrupado Colémbia 1 (Figura 2). No primeiro grupo estdo presentes 0s
gendtipos IR-36 e BG 90-2, no segundo grupo estdo os gendtipos CNA 7, CNA 3848,
CNA 3887, Eloni, UPR 103.

O dendrograma para os dezesseis genitores da populacdo CNA 12 (Figura 3)
apresentou distancia genetica média Rogers-W de 0,81, formando trés grupos, e dois
gendtipos ndo-agrupados Huan-Sen-Goo e CNA 5287. O primeiro grupo € formado pelos
genitores BRS Formoso, Oryzica 1, BRS Chui, Jequitiba, CNAI 9029, IRGA 417, BRS
Taim, Diamante, CNA 8502 e CNA 8621; o segundo pelos genotipos CNAI 9020 e
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Oryzica Llanos 4; e o terceiro pelos gendtipos Javae e Marajo. As distancias genéticas
médias encontradas para 0s genitores das duas populacfes sdo consideradas altas, o que
indica que foi bem sucedida a escolha de genotipos tendo como um dos critérios a ampla

variabilidade genética.

Figura 2. Dendrograma dos genitores obtido a partir da matriz de distdncia genética obtida pelo
coeficiente de Rogers modificado por Wright (Rogers-W), pelo método de agrupamento
UPGMA, com a distancia média marcada na populacdo CNA-IRAT 4. A linha pontilhada
corta 0 dendrograma exatamente na distancia genética média dos genitores nesta
populagéo (*0,86).

No dendrograma da populacdo CNA-IRAT 4 (Figura 4), utilizando como
limite a distancia genética média de Rogers-W de 0,17, houve a formacdo de dois grupos
principais, o primeiro composto pelos genitores desta populacdo e o segundo formado
pelos ciclos da mesma. A distancia genética média entre geno6tipos, considerando o grupo
de genitores e os individuos dentro de cada ciclo da populagdo, aumentou a partir dos
genitores para o ciclo 5 (Tabela 13), 0 mesmo sendo observado do ciclo 1 para o ciclo 5,
resultante provavelmente das mudancas das freqliéncias alélicas ocasionadas pela
recombinacdo e selecdo, além do surgimento de alelos ndo esperados oriundos de

genotipos de areas adjacentes & populacdo sob recombinacao.
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Figura 3. Dendrograma dos genitores obtido a partir da matriz de distancia genética obtida pelo
coeficiente de Rogers-W, pelo método UPGMA, com a distdncia média marcada na
populacdo CNA 12. A linha pontilhada corta o dendrograma exatamente na distancia
genética média dos genitores nesta populagdo (*0,81).

Figura 4. Dendrograma obtido a partir da matriz de distancia genética obtida pelo coeficiente
Rogers-W, pelo método UPGMA, com a distancia média marcada na populagdo CNA-
IRAT 4 (*0,17).
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Tabela 13. Distancias genéticas calculadas a partir do coeficiente de Rogers-W, comparado entre
0s genitores e os ciclos de selecdo recorrente da populacdo CNA-IRAT 4.

Grupos Genitores Ciclol Ciclo2 Ciclo5
Genitores - 0,1073 0,1109 0,1122
Ciclor e e 0,0470 0,0660
Cicloa2 e e e 0,0538

No dendrograma da populagdo CNA 12 (Figura 5), a partir do limite
estabelecido da distancia Rogers-W, média de 0,12, formaram-se dois grupos, um
composto pelos genitores, e outro pelos ciclos 1 e 2. Considerando a distancia genética
Rogers-W do grupo de genitores e dos individuos dos ciclos 1 e 2, observou-se que ela
aumentou no sentido dos genitores para o ciclo 2 (Tabela 14). Contudo, os valores da
distancia genética média dos genitores para os ciclos 1 e 2 corresponderam praticamente a
metade dos valores encontrados para a populacdo CNA-IRAT 4, provavelmente resultante
da menor diferenciacdo de alelos presentes nos genitores e nos ciclos, ou seja, a maioria
dos alelos ainda esta sendo compartilhado entre os ciclos, pela utilizagdo do cruzamentos
dirigidos, o0 que garante a representatividade de boa parte dos alelos presentes nos genitores
nestes ciclos, além da menor ocorréncia de alelos ndo esperados na CNA 12. Por outro
lado, a distancia média entre os ciclos 1 e 2 das duas populacdes foram idénticas, o que
indica que apesar de apenas uma amostra dos alelos dos genitores terem sido transferidos

para o ciclo 1 na CNA-IRAT 4, estes alelos foram transferidos para o ciclo 2.

Figura5. Dendrograma obtido a partir da matriz de distancia genética obtida pelo
coeficiente de Rogers modificado por Wright (Rogers-W), pelo método de
agrupamento UPGMA, com a distancia média marcada na populacdo CNA 12
(*0,12).
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Tabela 14. Distancias genéticas calculadas a partir do coeficiente de Rogers-W, comparado entre
0s genitores e os ciclos de selecdo recorrente da populacdo CNA 12.

Grupos Genitores Ciclol Ciclo2
Genitores ~  —eee- 0,0513 0,0518
Ciclo2 e e 0,0483

4.2 ANALISE DA ESTRUTURA POPULACIONAL

4.2.1 Estatisticas F de Wright

Medidas Fis e Fst (Wright, 1965) indicam o déficit de heterozigotos na
populagdo ocasionados pelo sistema de cruzamento e pelo efeito da subdivisdo ou
fragmentacdo da populacdo. Na populacdo CNA-IRAT 4 observou-se uma maior
diferenciacéo entre os ciclos, pois a variacdo do Fst foi maior entre o grupo de genitores e
o ciclo 5 (Tabela 15), sugerindo uma tendéncia de diferenciagdo entre a descendéncia e 0s
genitores. A populacdo CNA 12 obteve um resultado contrario ao da populacdo CNA-
IRAT 4, ocorrendo uma diminui¢do dos valores de Fst entre os genitores e o Gltimo ciclo
analisado (ciclo 2) (Tabela 16).

Tabela 15. Comparacdo das estatisticas de Wright (Fis, Fst e Fit) entre os ciclos de selegdo
recorrente na populacdo CNA-IRAT 4.

Individuos Genitores Ciclo1 Ciclo 2 Ciclo 5

Fis Fst Fit Fis Fst Fit Fis Fst Fit Fis Fst Fit
Genitores  ------  —=m-em —emee- 029 037 012 034 043 014 033 043 0,5
Ciclol — ------ 0,27 0,28 0,02 0,27 030 0,04
Ciclo2  --—---- 0,29 0,31 0,02

Tabela 16. Comparagdo das estatisticas de Wright (Fis, Fst e Fit) entre os ciclos de selecdo
recorrente na populacdo CNA 12.

Individuos Genitores Ciclo1 Ciclo 2
Fis Fst Fit Fis Fst Fit Fis Fst Fit
Genitores  —--mm- mmmeem e 0,64 0,64 -0,01 0,58 0,58 0,00

Ciclol o e e e e 058 059 0,02
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4.2.2  Andlise de variancia molecular (AMOVA)

A AMOVA foi realizada para decompor a variancia molecular total entre dois
niveis de amostragem, entre ciclos e dentro de ciclos, para as duas populacdes de selecdo
recorrente. Para a populacdo CNA-IRAT 4, a variancia molecular ndo foi significativa
entre os ciclos de selecdo recorrente, resultando em um Fst de 0,0240, cujo valor néo foi
significativo (p-valor < 0,0001). Contudo, a variancia molecular dentro dos ciclos de

selecdo recorrente representou mais de 97% da variancia total (Tabela 17).

Tabela 17. AMOVA comparando diferencas entre e dentro dos ciclos de sele¢do recorrente da
populacdo CNA-IRAT 4.

Fonte de Variagdo GL SQ Componentes de Variagao % Variacao
Entre Ciclos 2 54,7560 0,06833 2,4 ns
Dentro Ciclos 1077 2992,0830 2,77816 97,6
Total 1079 3046,8390 2,84650

ns: nao significativo.

Para a populacdo CNA 12, a variancia molecular entre os ciclos de selecédo
recorrente também ndo foi significativa, e a variacdo existente entre os ciclos resultou em
um Fst de 0,0173 (p-valor < 0,0001) (Tabela 18). Como na CNA-IRAT 4, a variancia
molecular dentro dos ciclos de selecdo recorrente também foi alta, representando mais de
98%. Estes resultados indicam que a diversidade genética dividida entre ciclos é quase
nula, assim como as diferencas dentro dos ciclos sdo resultantes da base genética ampla
que esta sendo recombinada a cada ciclo. Neste caso, para ambas as popula¢des, nenhuma
estruturacdo esta ocorrendo entre os ciclos de selecao.

Tabela 18. AMOVA comparando diferencas entre e dentro dos ciclos de selecdo recorrente da
populacdo CNA 12.

Fonte de Variacdo GL SQ Componentes de Variacao % da Variacao
Entre Ciclos 1 28,769 0,06900 1,72 ns
Dentro dos Ciclos 718 2822,364 3,93087 98,28
Total 719 2851,133 3,99986

ns: ndo significativo.

4.2.3 Andlise fatorial de correspondéncia (AFC)
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A distribuicdo espacial dos genitores e individuos dos ciclos de selecéo
recorrente da CNA-IRAT 4 foi obtida pela anélise fatorial de correspondéncia (AFC)
(Figura 6). Observou-se que os genitores UPR 103, Colémbia-1, IR-36 e CNA-7 estdo
mais afastados espacialmente em relacdo aos individuos de dentro dos ciclos, significando
que houve uma menor contribuicdo destes genitores desde o ciclo 1. Provavelmente estes
genitores podem ter deixado poucos descendentes, ou as progénies derivadas destes

genitores ndo apresentaram bons atributos e ndo foram selecionadas.

Ciclo 1

\

Ciclo 5

Ciclo 2

Figura 6. Analise fatorial de correspondéncia e o padrdo de distribuicdo espacial entre os genitores
e os ciclos de selegdo recorrente da populagdo CNA-IRAT 4. Estdo destacados em azul
os individuos do grupo Ciclo 1, em branco os individuos do grupo Ciclo 2 e em cinza o0s
individuos do grupo Ciclo 5. Os genitores estdo destacados em amarelo correspondentes
as letras. A:Colombia 1; B: IR 36; C: Eloni; D: UPR 103; E: CNA 7; F: BG90 2; G:
Nanicdo; H: CNA 3848; I: CNA 3815; J: CNA 3887. * Média da distribuicdo espacial
dos genitores.

O genitor IR-36, fornecedor do gene da macho-esterilidade para a populacao,
apesar de estar presente com 25% do genoma das plantas macho-estéreis do Ciclo 0 (que
deu origem a populacdo do ciclo 1), ndo foi incluida como proxima geneticamente aos
individuos do ciclo 1. Provavelmente apenas um ciclo de recombinacdo e selecdo foi
suficiente para reduzir a sua representatividade na progénie. Os demais genitores estdo
localizados entre a concentracdo de individuos dos ciclos, indicando uma maior
contribuicdo destes no background genético dos individuos componentes dos ciclos de

selecdo recorrente.
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Na distribuicéo espacial dos diferentes ciclos da CNA-IRAT 4 pode-se notar a
existéncia de um grupo de genotipos que compartilha a area central como uma intersecdo
entre os diferentes ciclos, ou seja, para estes individuos, apesar da ocorréncia dos alelos
ndo esperados e a selecdo (que pode causar a deriva genética), ha um compartilhamento de
alelos. A identificacdo de genitores afastados espacialmente dos individuos dos ciclos pode
indicar que parte de seus alelos ndo estejam sendo selecionados, fazendo com que diminua
o0 percentual de contribuicdo destes genitores gradativamente, a medida em que os ciclos
forem sendo avancados, como observado na CNA-IRAT 4 (Figura 6).

Na AFC da populacdo CNA 12 (Figura 7), a maioria dos individuos dos ciclos
1 e 2 formou grupos distintos, embora parte dos individuos de cada ciclo estiveram
agrupados com individuos do outro ciclo. Os genitores da populacdo CNA 12 estiveram
agrupados com individuos dos dois ciclos, indicando maior contribuicdo do pool génico
destes genitores nesta populacdo em relacdo a CNA-IRAT 4. O provavel motivo foi que os
cruzamentos direcionados realizados na CNA 12 aumentaram a probabilidade de

manutencdo de genes de todos os genitores ao longo dos ciclos de selecdo recorrente.

Figura 7. Analise fatorial de correspondéncia e o padrdo de distribuicdo espacial entre os
genitores e os ciclos de selecdo recorrente da populacdo CNA 12. Estdo destacados em
azul os individuos do grupo Ciclo 1, em branco os individuos do grupo Ciclo 2. Os
genitores estdo destacados em amarelo correspondentes as letras. A: IRGA 417; B:
CNA 5287; C: Javaé; D: Diamante; E: CNA 8502; F: Marajd; G: CNA 9020; H:
Oryzica 1; I: Taim; J: CNA 8621; L: Formoso; M: CNA 9029; N: Jequitiba; O: Chui;
P: Oryzica Llanos 4; Q: Huan Sen Goo.



5 DISCUSSAO

A utilizacdo do método de melhoramento populacional por selecdo recorrente é
uma importante alternativa para a obtencao de gendtipos de ampla base genética, uma vez
que pressupBe ciclos continuos de recombinacgdo, selecdo de plantas cujas combinacdes
resultam em melhor efeito fenotipico, e nova recombinacdo. A escolha dos genitores que
dardo inicio a formacdo de uma populacdo recorrente € uma fundamental do método, pois
0s ganhos genéticos posteriores dependerdo fundamentalmente da alta capacidade geral de
combinacdo destes genitores. Quando esta informacéo nao esta disponivel, o conhecimento
do melhorista com relacdo aos genotipos de trabalho é fundamental para uma escolha
adequada.

Este trabalho objetivou avaliar a variacdo alélica existente entre e dentro dos
ciclos de duas populacbes de selecao recorrente, a CNA-IRAT 4 recombinada a campo
através da presenca do gene de macho-esterilidade, e a CNA 12, recombinada
manualmente. Esta avaliacdo, somente se tornou possivel apds o desenvolvimento dos
marcadores moleculares, sendo de fundamental importancia para avaliar a participacdo dos
alelos parentais no decorrer dos ciclos. Como sdo realizadas sele¢fes ao longo dos ciclos,
naturalmente havera a diminuicdo do numero de alelos parentais, ou seja, a variabilidade
genética paulatinamente ira se exaurindo, o que podera ser refletido na diminuicdo gradual
dos ganhos genéticos. O monitoramento dos alelos a partir do uso de marcadores
moleculares podem verificar esta situacdo antes que a reducdo dos ganhos seja efetivada.
Com base nesta informacdo, cabera ao melhorista a decisdo de comecar uma nova
populacdo, ou adicionar novos gendtipos geneticamente divergentes em relacdo aos
gendtipos presentes nos ciclos avancados das populacfes, e que possuam bons atributos
agronébmicos na etapa de recombinacdo, para recompor a variabilidade alélica da
populagdo. Novamente os marcadores moleculares podem contribuir decisivamente para o
sucesso desta etapa, atraves da determinacdo e comparacdo dos perfis moleculares dos

potenciais genitores com uma amostra dos individuos presentes nos ciclos avangados.
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Os dendrogramas obtidos com os dez genitores da CNA-IRAT 4, e com os 16
genitores da CNA 12, indicam uma ampla variabilidade genética, resultante da boa escolha
realizada pelos melhoristas. Preenchido este requisito, todo o sucesso no melhoramento
populacional e na extracdo de linhagens elite dependera da boa conducdo da populacéo,
que compreende a garantia da recombinagédo, e a conducdo de bons experimentos de
campo, para permitir a selecdo das melhores combinages alélicas.

Para que os marcadores sejam Uteis no monitoramento da variabilidade alélica,
sdo necessarios dois requisitos basicos: a escolha de marcadores moleculares que possuam
boa informatividade, isto €, capacidade de identificar variacGes alélicas entre os individuos,
e uma amostragem com um numero suficiente de individuos que permita que seja
detectada a maioria, ou preferivelmente, a totalidade de alelos presentes na populagéo a
partir dos locos utilizados na andlise molecular. Neste trabalho foram utilizados
marcadores moleculares microssatélites, que é a classe mais informativa utilizada na
caracterizacdo de germoplasma, em testes de paternidade e determinacdo do grau de
relacionamento genético entre individuos.

Foram amostrados 180 individuos de cada um dos ciclos, para as duas
populacdes, 0 que em nimeros absolutos, é bastante superior aos utilizados por Ferreira et
al. (2000), Badan (2003) e Ramis et al. (2003) na caracterizagdo de populacdes de selecdo
recorrente em arroz. A analise baseada no nimero reduzido de individuos amostrados pode
subestimar a variabilidade genética encontrada nos ciclos de selecdo e indicar
erroneamente que variabilidade genética da populacdo esta exaurida.

O tamanho efetivo amostral encontrado para a CNA-IRAT 4 variou de 138 a
176 individuos, enquanto na CNA 12 o tamanho efetivo amostral foi de 112 e 116
individuos. O menor tamanho efetivo da CNA 12 foi resultante da maior endogamia desta
populacdo, e indica que quando avaliadas populac@es recombinadas manualmente, um
numero maior de individuos deve ser avaliado. Baseado no numero de alelos parentais que
ndo foram amostrados em um ciclo, e que voltaram a aparecer no ciclo subsequente,
estima-se, para as duas populacdes, que 93% a 94% dos alelos dos genitores foram
amostrados a cada ciclo, o que é um percentual bastante elevado e suficiente para avaliar

adequadamente a variabilidade genética ao longo dos ciclos.

5.1 DETERMINACAO DA DIVERSIDADE GENETICA
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Neste trabalho, os valores de alelos/loco da populagéo sintetizada com o uso da
macho-esterilidade ndo diferiram dos resultados das populagdes obtidas pela recombinagéo
manual, indicando que a variabilidade genética presente ao longo dos ciclos ndo depende
do método de conducdo das popula¢Bes mas sim de uma boa escolha dos genitores para a
formacdo da populacdo base, aonde teoricamente estd contido todo potencial de
variabilidade genética da populagéo.

Os valores do nimero de alelos/loco obtidos nas populacbes CNA-IRAT 4 e
CNA 12 foram semelhantes as médias encontradas em outras populacdes de selecdo
recorrente de arroz. A populagdo CNA 7, também desenvolvida através do uso da macho-
esterilidade apresentaram médias de 5,3 e 5,0 alelos/loco para os ciclos 0 e 2 através da
analise de 96 individuos por ciclo em dez marcadores SSR (Badan, 2003). A populacdo
proveniente de um programa de selecdo recorrente venezuelano PFD-1 (Ramis, 2003),
também recombinada & campo, encontrou valores semelhantes na andlise com dez
marcadores em 92 individuos de cada ciclo, com uma média de 5,3 e 4,6 alelos/loco para
os ciclos 0 e 2 desta populacdo. A andlise de sete marcadores SSR em 55 individuos do
ciclo 0 e 60 individuos do ciclo 3 da populagéo de selecdo recorrente CNA 5 (Ferreira et
al., 2000) mostrou valores médios semelhantes ao encontrados neste trabalho, com 5,14
alelos/loco no ciclo 0 e 4,5 alelos/loco no ciclo 3.

A conducdo de populacGes de selecdo recorrente, que é de longo prazo, induz a
situacdo de flutuacdo da frequéncia alélica no decorrer dos ciclos, ou seja, determinado
alelo raro pode tornar-se freqliénte, ou ser eliminado da populacdo, resultando na
ocorréncia de deriva genética. Este caso, juntamente com o acimulo de alelos ndo
esperados influenciam de modo importante a média de alelos detectados durante os ciclos
de selecdo. A ocorréncia de alelos ndo esperados ndo esta sob total controle, e a
caracterizacdo molecular dos individuos permitiu detectar e quantificar de modo inédito a
sua ocorréncia. As populacdes CNA-IRAT 4 e CNA 12 detectaram alelos ndo esperados
em todos os ciclos avaliados.

Embora bem menos frequentes que a populacdo CNA-IRAT 4 os alelos ndo
esperados na populagdo CNA12 comprometeram apenas 2,78% dos individuos (cinco
gendtipos) do ciclo 1 e 7,78% dos individuos (14 gendtipos) do ciclo 2. Na CNA-IRAT 4,
essa taxa de alelos ndo-esperados chegou a comprometer cerca de 83,33% (149 individuos)
da populagdo no altimo ciclo analisado. Um namero de alelos ndo-esperados na populagédo

CNA-IRAT 4 é esperado devido ao processo de recombinac¢des a campo, aonde se tem um
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menor controle dos cruzamentos que devem ser ao acaso. O numero de alelos néo-
esperados nestas populagdes acabou sendo muito alto comprometendo mais da metade da
populacdo CNA-IRAT 4. E a populacio CNA 12, ndo conseguiu também eliminar
completamente a presenca desse tipo de alelo, apesar do rigido controle esperado através
das recombinacdes dirigidas manualmente. Em um estudo de duas populacdes de sele¢do
recorrente em milho, as progénies foram analisadas por marcadores RFLP e SSR,
resultando na deteccdo de alelos ndo provenientes dos genitores em uma proporcdo de
aproximadamente 10% nos altimos ciclos analisados em ambas as populagdes (Falke et al.,
2007).

Os valores médio de PIC no decorrer dos ciclos em ambas populagdes
apresentaram pouca variacdo, resultante da flutuacdo natural do ndmero e frequéncia de
alelos detectados na amostragem da populacdo. Contudo, os grupos de genitores de cada
uma das populacdes produziram um PIC médio maior do que o PIC médio encontrado nos
ciclos, ou seja, apesar da variabilidade genética do grupo de genitores ser grande,
observou-se uma tendéncia dos valores medios do PIC estabilizarem em um patamar
inferior. Deste modo, é fundamental que as populacfes sejam desenvolvidas com genitores
com pouco vinculo genético, a fim de assegurar que exista variabilidade genética suficiente
para ser recombinada e selecionada ao longo dos programa de selecdo recorrente.

Possivelmente o melhor aferidor da eficiéncia da etapa de recombinacdo dos
dois métodos (macho-esterilidade e manual) seja o percentual de alelos dos parentais
detectados ao longo dos ciclos, independente de sua frequéncia. Segundo este critério, a
CNA 12 (recombinada manualmente) apresentou um aumento do ndmero de alelos
detectados, enquanto na CNA-IRAT 4, observou-se um decréscimo. Este resultado reflete
a capacidade de serem realizadas combinacBGes ndo-aleatorias quando do cruzamento
manual, o que faz com que haja o0 acimulo de alelos representativos dos genitores (devido
ao sistema de cruzamento estar baseado no método de dialelo circulante), ou seja, ao longo
dos cruzamentos, resultando no aumento da participacdo de diversos genitores na
composi¢cdo das progénies dos ciclos avancados de recombinacdo. A caracterizagdo
molecular deste trabalho comprovou que isto somente esta sendo possivel na recombinagéo

manual.

5.2 ANALISE DA ESTRUTURA POPULACIONAL
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De acordo com o teste realizado, deteminou-se que as duas populacbes nédo
estavam em Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). Popula¢cdes em EHW sdo capazes de
manter suas frequéncias génicas e genotipicas ao longo de varias geracdes, sem que haja
flutuacbes destas freqliéncias ao longo dos anos, tornando possivel a estimacdo de
pardmetros e previsGes sobre o comportamento e distribuicdo alélica ao longo do tempo.
Populacdes de selecdo recorrente, teoricamente poderiam se adequar ao EHW, desde que
fossem panmiticas, ou seja, realizassem cruzamentos ao acaso, ndo existindo nenhum tipo
de cruzamento preferencial, auséncia de fluxo génico, deriva genética ou mutacéo, e que
pudessem ser suficientemente grandes a ponto de se comportarem como populacbes
infinitas (Falconer, 1986). Contudo, populacdes de sele¢do recorrente ndo estdo em EHW,
pois sdo incapazes de ter todos os cruzamentos ao acaso, tanto no caso da macho-
esterilidade, devido aos cruzamentos preferenciais ocasionados por plantas de maior altura
ou que produzam mais polen; quanto no caso dos cruzamento dirigido, pela limitacdo do
namero de combinagOes. Através da identificacdo de alelos ndo esperados, percebe-se que
existe fluxo génico nas populacGes de selecdo recorrente, mesmo em populacdes
recombinadas manualmente, como a CNA 12. Outro pressuposto para 0 EHW que nédo
pode ser obtido em populagdes de selecdo recorrente refere-se ao tamanho das populagdes,
que sdo reduzidos devido a dificuldade de conducdo de populagbes grandes em campos
experimentais. A selecdo realizada dentro de cada ciclo induz ao processo de deriva
genética.

A perda da variabilidade genética, ou aumento da endogamia, pode ser
estimada pela estatistica F de Wright, a qual é capaz de mensurar os efeitos da
fragmentacdo da populacdo (Fst) e do sistema reprodutivo (Fis). Em populagdes de
espécies autdbgamas, como o arroz, a perda da variabilidade é principalmente devido ao
sistema reprodutivo, que acaba aumentando a endogamia dentro da populacdo, fazendo
com que haja uma diminuicdo de individuos heterozigotos, aumentando-se
consequentemente o nimero de homozigotos (Falconer, 1986). Em populacdes de selegédo
recorrente, por haver a etapa de recombinacdo entre individuos, os valores obtidos sdo
diferentes do esperado para espécies preferencialmente autdgamas. Na populacdo CNA-
IRAT 4, os valores comparativos de Fst dos genitores com os individuos dos ciclos sempre
foram maiores ou iguais aos de Fis, indicando que a endogamia € devida principalmente a
subdivisdo, ou seja, oriunda do cruzamento preferencial entre determinado grupo de

individuos. A analise comparativa também indicou que o valor da endogamia total (Fit)
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aumentou com o decorrer dos ciclos, o que indica que apesar da recombinacédo e dos alelos
ndo esperados, estd ocorrendo um aumento de endogamia em relacdo ao grupo de
genitores. Provavelmente ndo estéd tendo o efeito compensatorio da perda de variabilidade
com a introducao dos alelos nédo esperados. Uma evidéncia do excesso de alelos raros foi o
valor baixo dos alelos esperados em comparacdo ao nimero médio de alelos encontrados
por ciclo. Por outro lado, na populagdo CNA 12, a comparagdo da endogamia dos genitores
e os individuos dos diferentes ciclos mostrou uma reducdo nos valores de Fst e Fis, 0s
quais sempre foram de igual magnitude entre si, indicando que tanto o sistema reprodutivo
quanto a subdiviséo tiveram o mesmo efeito na endogamia dos ciclos. Diferentemente da
CNA-IRAT 4, a endogamia total (Fit) dos ciclos diminuiu em relagdo a endogamia dos
genitores, indicando que a recombinacdo manual estd ampliando a variabilidade genética.
Esta observacdo é de extrema relevancia, pois reflete ndo somente a presenca de alelos na
populagdo, mas 0 modo como estes estdo sendo combinados, sendo entdo o melhor
parametro para aferir a variabilidade genética de uma populacdo de selecdo recorrente.
Apesar das populacbes de selecdo recorrente realizarem fecundacgdo cruzada
artificial, a medida em que véo sendo restringidos o nimero de alelos, alguns alelos vao
sendo fixados. Devido a alta freqliéncia deste alelo na populagdo, haverad formacdo de um
maior nimero de gametas que contenham esse alelo predominante. Esses alelos, por serem
mais numerosos, acabam participando de um maior nimero de cruzamentos. Assim,
mesmo realizando-se a fecundacdo cruzada, os alelos unidos no mesmo loco podem ser
idénticos, aumentando o numero de individuos contendo locos em homozigose. De acordo
com os valores calculados para o Fis dentro de cada ciclo, as populagdes CNA-IRAT 4 e
CNA 12 estdo sendo levadas a resultados opostos: enquanto o nimero de heterozigotos
caiu com o avanco dos ciclos na CNA-IRAT 4, na CNA 12 este numero aumentou,
novamente devido aos cruzamentos dirigidos, que estdo possibilitando uma combinacao
mais efetiva de alelos diferentes. O esquema de cruzamentos em dialelo circulante permite
a recombinacdo programada. A ndo aderéncia ao EHW e o déficit do numero de
heterozigotos também foram notados pelas populacBes de arroz PFD-1 e CNA 7
recombinadas com o gene da macho-esterilidade (Ramis, 2003; Badan, 2003). Ramis
(2003) indicou trés fatores como 0s responsaveis: existéncia de cruzamentos preferenciais,
de ter havido poucas oportunidades de recombinacdo na populacdo base e um certo grau de

endogamia presente nas populagoes.
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A AMOVA calculada para ambas popula¢Ges mostrou que a maior parte da
variacdo surgiu devido a diferencas entre os individuos, mas ndo entre ciclos, para as duas
populacdes. Ndo ha sugestdo de estruturacdo em nenhum dos niveis hierarquicos
analisados, assim as populacdes ndo possuem diferencas entre os ciclos a ponto de separa-
los em grupos diferentes, ou seja, ao longo dos ciclos de selecdo o numero de
recombinagOes e sele¢cbes ndo conseguiram alterar as freqiiéncias génicas o suficiente a
ponto de se caracterizarem como grupos divergentes. Embora ndo significativas, essas
pequenas diferencas encontradas acabam indicando algum nivel de divergéncia encontrada

entre os ciclos, como sugere a anélise fatorial de correspondéncia (AFC).



6 CONSIDERACOES FINAIS

A caracterizagdo molecular da CNA-IRAT 4 foi fundamental para detectar a
presenca de alelos ndo-esperados (em baixa freqliéncia) e a diminuicdo do numero de
alelos parentais sendo recombinados, 0 que pode exaurir rapidamente a variabilidade
genética desta populacdo, e que pode acarretar a reducdo de seus ganhos genéticos.
Recomenda-se para esta populacdo, e para as demais recombinadas utilizando o gene da
macho-esterilidade, que a etapa de recombinacéo seja realizada em areas isoladas, e com a
instalacdo de bordadura com plantas de maior porte, como o milho. Para ampliar a base
genética da CNA-IRAT 4, é recomendada a introducdo de gendtipos elite com maior
Capacidade Geral de Combinacdo, que tenham sido caracterizados molecularmente, para
que sejam selecionados os de base genética ampla, e que possuam também bons atributos
agrondmicos, para ndo reduzir ainda mais os ganhos genéticos da populacdo. Genotipos
derivados de programas de pré-melhoramento devem atender estes requisitos, e por este
motivo, devem fazer parte de programas modernos de melhoramento genético do arroz.

A metodologia de recombinacdo manual em populacdes de selecdo recorrente
mostrou-se mais eficiente que a recombinacéo utilizando o gene da macho-esterilidade em
todos os aspectos, excetuando o custo envolvido para a realizagdo dos cruzamentos
dirigidos. Como foram detectados alelos ndo-esperados também na CNA 12, recomenda-se
cuidados especiais durante os cruzamentos, realizados em casa de vegetacao, e durante 0s
ensaios de avaliacdo de progénies, quando também deverdo ser observados 0s mesmos
cuidados sugeridos para a recombinacdo a campo da CNA-IRAT 4. Com a eficiéncia
comprovada do método de recombinacdo manual, ndo existe a necessidade de introducao

de novos gendtipos para ampliacdo da variabilidade genética da populacdo CNA 12.



7 CONCLUSOES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

As populacdes CNA-IRAT 4 e CNA 12 foram estabelecidas a partir de genitores de
base genética ampla;

Os marcadores moleculares SSR séo capazes de detectar a presenca de alelos que
ndo foram provenientes dos genitores que deram origem as duas populacdes;

A utilizagdo de 180 individuos por ciclo permitiu uma amostragem ao redor de
94% dos alelos dos genitores nas duas populacdes;

A estimativa do coeficiente de distancia Rogers-W médio e o percentual de alelos
parentais presentes nos individuos de cada ciclo sdo importantes parametros para
mensurar a variabilidade genética entre ciclos, a partir da comparagdo com 0s
valores encontrados nos genitores para estes parametros;

O estudo da analise de variancia molecular (AMOVA) ndo indica nenhum tipo de
estruturacdo entre os ciclos de selecdo definindo que a maior parte da variagdo é
encontrada entre os individuos dentro dos ciclos do que entre os ciclos em ambas as
populacdes;

Os parametros Fis e Fit da estatistica F de Wright indicam que a recombinacéo
manual estd ampliando a variabilidade genética da populagdo CNA 12, enquanto
que a recombinacdo via gene da macho-esterilidade esta reduzindo a variabilidade
genética da CNA-IRAT 4.

A AFC comprova que na CNA 12 todos os genitores fazem parte dos agrupamentos
formados pelos individuos dos ciclos 1 e 2, ou seja, participam efetivamente do

processe de recombinagé&o.
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Anexo A. Descri¢do da obtencdo da populacao de selecdo recorrente CNA-IRAT 4

A populacdo CNA-IRAT 4 foi sintetizada objetivando o melhoramento
populacional para a producdo e qualidade de grdo. Esta populacdo foi desenvolvida de
forma colaborativa entre Embrapa Arroz e Feijdo e o Centro de Cooperagéo Internacional
em Pesquisa Agrondmica pelo Desenvolvimento (CIRAD). Inicialmente foram
intercruzados dez gendtipos de arroz irrigado da subespécie Indica, sendo que destes, 9
foram utilizados como parental masculino, e um como parental feminino, 0 mutante da
cultivar IR-36 (ms/ms) que contém o gene da macho-esterilidade. O cruzamento F; gerou
individuos com genotipos heterozigotos para o gene da esterilidade (Ms/ms).

Visando aumentar a participacdo das nove variedades usadas como genitores
masculinos e também para que todos os citoplasmas estivessem presentes na populacdo a
ser formada, os genotipos (Ms/ms) foram retrocruzados com o respectivo parental
masculino. Assim, as sementes provenientes desses retrocruzamentos foram homozigotas
dominantes (Ms/Ms) ou heterozigotas (Ms/ms), ou seja, possuiam a capacidade de
producdo de pdlen. Para que as recombinagdes a campo fossem possiveis, a macho-
esterilidade teve que ser restaurada na populacdo através da realizacdo de auto-fecundagdes
dos gendtipos retrocruzados, recuperando assim alguns gendtipos recessivos (ms/ms). As
sementes resultantes dessa autofecundacdo foram colhidas e misturadas para compor o
ciclo da populacdo CNA-IRAT 4/0/0, o que corresponde ao primeiro ciclo de
recombinacdo. Este germoplasma foi submetido a mais trés ciclos de recombinacdo,
resultando em plantas férteis e formacao da populacdo CNA-IRAT 4/0/3, também chamada
de populacdo base ou Sy. A participacdo de cada genitor na formacédo da populacdo base
esta representada na Tabela I.

As sementes originadas da populagdo base foram entdo semeadas, possuindo
composicdo genética de duas plantas macho-férteis para uma planta macho-estéril (2 MF: 1
ME). Posteriormente foi feita uma selecdo somente em plantas MF, as quais sofreram um
ciclo de autofecundagdo, formando as familias Sp.;. Parte destas sementes foram
armazenadas, enquanto a outra parte foi semeada para a escolha de 200 familias tendo
como principais critérios de selecdo o potencial produtivo, a resisténcia as doencas mais
comuns e ao tipo de gréo. Foi realizada uma segunda selegéo, novamente em plantas MF,

as quais foram avangadas até So.».
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Tabelal. Genealogia dos dez genotipos que originaram a populacdo CNA-IRAT 4 e a
participacdo genética relativa de cada genitor na formacdo da populacdo base

(So).
Genitores Genealogia Participacao (%)
BG 90-2 IR262/Ramadja 8,33
CNA7 T 141/IR665-1-1-75-3 8,33
CNA 3815 CICA 4/BG90-2//SML 5617 8,33
CNA 3848 IR36/CICAT7//5461 8,33
CNA 3887 BG90-2/Tetep//4440 8,33
Colémbia 1 Napal/Takao Iku 18 8,33
Eloni IR454/SML Kapuri//SML 66410 8,33
Nanicédo Cultivar Tradicional-Brasil 8,33
UPR 103.80.1.2 IR24/Cauvery 8,33
IR 36 (ms/ms) Mutante de IR36 25,00

Fonte: Rangel & Neves (1997).

As familias Sy, foram avaliadas no delineamento experimental de Blocos
Aumentados de Federer (1956), onde a selecéo foi feita principalmente sobre as principais
caracteristicas agrondémicas, como a resisténcia a doencas, tipo de gréo e ainda quanto ao
rendimento médio das progénies. A intensidade de selecdo utilizada foi de 25%, o que
garantiu um tamanho efetivo de cinquenta plantas. Um segundo ponto critico que deve ser
levado em consideragdo nesta fase é o efeito do gene da macho-esterilidade na populacao.
Quando selecionados erroneamente essas plantas, acaba ocorrendo uma subestimacdo do
rendimento de grdos devido a taxa reduzida de formacéo de grdos, cerca de 12% menor
que a taxa de plantas normais, devendo tomar esse tipo de cuidado extra. As sementes Sg.
provenientes das cinquenta melhores familias foram avaliadas em ensaios regionais de
diferentes localidades, seguindo para extracdo de linhagens para localidades especificas.
Por outro lado, as sementes Sy.; das familias selecionadas, e previamente armazenadas,
foram identificadas e semeadas para a recombinacéo a campo e formacéo do primeiro ciclo
de selecdo da populacdo CNA-IRAT 4/1/1.

A freqliéncia das plantas macho-estéreis dentro da populacdo é de grande
importancia para a recombinacdo a campo para a formacdo da geragdo seguinte. Ao se
recombinar familias So.;, tem-se uma proporcao de trés plantas normais para uma planta
macho-estéril, enquanto ao se recombinar familias Sy.,, aonde existe um ciclo de auto-
fecundacdo a mais, hd uma redugdo do nimero de plantas macho-estéreis. Esse aspecto €
de extrema importancia, j& que pode resultar em uma influéncia negativa na recombinacéo,

ou seja, pode ocorrer um nimero reduzido de sementes para a formagdo do proximo ciclo.
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As sementes do primeiro ciclo sdo semeadas para se executar a selecdo das plantas férteis
para posterior avaliagdo quanto ao rendimento médio da populacdo & campo. Logo apés a
escolha das melhores familias inicia-se um novo ciclo de selecdo, o qual é conduzido da
mesma forma detalhada acima. Assim, cada ciclo de selecdo recorrente € completado a
cada dois anos, ou seja, € um programa de melhoramento populacional de longo prazo,
pois as etapas de selecdo e recombinacdo das melhores plantas deve ser repetido tantos
ciclos quanto forem necessarios. As populacdes de selecdo recorrente, uma vez criadas,
tornam possiveis a producdo de diversos ciclos para a geracdo de gendtipos superiores de
combinagBes alélicas que permitam médias populacionais sempre superiores aquelas
geradas no ciclo anterior. A partir do momento que essas médias ndo sdo suficientemente
superiores, pode-se encerrar o trabalho com esta populacdo, ou adicionar variabilidade

genética adicional, introduzindo novos genotipos na etapa de recombinacéo.
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Anexo B. Descri¢do da obtencao da populacéo de selecéo recorrente CNA 12

A populacio CNA 12 foi elaborada com a finalidade de buscar o
desenvolvimento de gendtipos com resisténcia estavel a brusone do arroz (Pyricularia
grisea). Esta populacdo é formada por seis fontes de resisténcia a brusone, que
correspondem aos genotipos Huan-Sen-Goo, CNAIi 9020, CNAi 9029, CNAi 5287,
Oryzica Lhanos 4 e Oryzica 1; cruzadas com dez genotipos elite: Diamante, Javaé, BRS
Formoso, Jequitiba, Marajd, BRS Taim, IRGA 417, BRS Chui, CNA-8502 e CNA 8621.
Os cruzamentos foram obtidos através de um esquema de dialelos parciais, cujas
combinacBes estdo descritas na Tabela Il. A partir dos hibridos dos cruzamentos, foi
realizado um retrocruzamento em direcdo ao genotipo elite, para diminuir a proporcao do

genoma das fontes de tolerancia a brusone.

Tabelall.  Esguema dos retrocruzamentos e da sintetize da formacdo da populacao
base CNA12

Fontes de Resisténcia a Pyricularia grisea

Cultivar/Linhagem CNA 5287 CNAIi 9020 Huan-Sen-Goo CNAIi 9029 Oryzica Llanos4 Oryzica 1

Diamante X X X

Javaé X X X
BRS Formoso X X

BRS Taim X

IRGA 417 X

CAN 8502 X

Jequitiba X X

CAN 8621 X X
BRS Chui X X
Marajo X

Fonte: Rangel et al. (2003).

As fontes de resisténcia a brusone atuaram como genitor masculino, enquanto
0s gendtipos elite atuaram como genitor feminino. Esses cruzamentos foram gerados de
forma manual, de forma tal que cada fonte de resisténcia foi cruzada pelo menos com 3
gendtipos elite, totalizando 18 cruzamentos que resultaram em 18 familias.

De acordo com Rangel (2003), para a obtencdo dos ciclos foi utilizado o
esquema de cruzamentos dialélicos parciais proposto por Bearzoti (1996). Neste tipo de

cruzamento, cada familia foi cruzada com pelo menos outras duas na formagéo do Ciclo 1
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(Tabela 111) conforme disposto a seguir para o desenvolvimento desta populacdo. Na
formacdo do ciclo 2 este esquema € repetido (Tabela 1V).

A recombinacdo manual requer um controle rigido das combinagfes de
cruzamentos. A cada ciclo de selecdo sdo obtidas sementes F,, que seguem para ensaios de
avaliacdes. Em cada familia ou progénie foram inoculadas cerca de 2000 plantas, e destas,
vinte plantas resistentes por familia foram selecionadas, derivando familias F,.3. Estas 360
familias (20 familias x 18 combinacdes de cruzamentos) foram avaliadas quanto a
tolerancia a brusone, qualidade de grdo e potencial produtivo no delineamento
experimental de Blocos Aumentados de Federer (Rangel, 2003). Uma vez identificadas as
melhores progénies para as caracteristicas em evidéncia, as sementes F,., das progénies
escolhidas séo intercruzadas manualmente em ambientes controlados para a formacéo do

ciclo 3.

Tabela I11. Desenvolvimento da populacéo do ciclo 1.

NUmero de

Identificacdo Familias/Progénies

P1 Diamante/5287//Diamante

P2 Diamante/CNAI 9020//Diamante

P3 Diamante/Huan-Sen-Goo//Diamante
P4 Javaé/CNAIi9029//Javaé

P5 Javaé/Oryzica Llanos 4//Javaé

P6 Javaé/Oryzica 1//Javaé

P7 Maraja/CNAi9020//Maraj6

P8 Taim/Huan-Sen-Goo//Taim

P9 Maraj6/Oryzica Llanos 4//Javaé
P10 BRS Chui/Oryzica Llanos 4//BRS Chui
P11 BRS Taim/CNAIi9020//BRS Taim
P12 Jequitiba/CNAI 9020//Jequitiba
P13 BRS Formoso/5287//BRS Formoso
P14 CNA8502/5287//CNA8502

P15 BRS Chui/Oryzica Llanos 4//BRS Chui
P16 CNAB8520/5287//CNA8520

P17 Marajo/CNAI9020//Maraj6

P18 Marajoé/Oryzica 1//Maraj6

Fonte: Rangel et al. (2003).
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Tabela V. Desenvolvimento da populagdo do ciclo 2 a partir das combinacdes dialélicas entre
as familias do ciclo 1.

Populagéo
Ciclo 2 Combinac6es entre as populag¢des do Ciclo 1
P,1 (1x5)/(9x13)
P,2 (2x6)/(10x14)
P,3 (3x7)/(11x15)
P.4 (4x8)/(12x16)
P.5 (5x9)/(13x17)
P,6 (6x10)/(14x18)
P,7 (7x11)/(15x1)
P8 (8x12)/(16x2)
P9 (9%x3)/(17x3)
P,10 (10x14)/(18x4)
P11 (11x15)/(1x5)
P,12 (12x16)/(2x6)
P,13 (13x17)/(3x7)
P,14 (14x18)/(4x8)
P,15 (15x1)/(5x9)
P,16 (16x2)/(6x10)
P,17 (17x3)/(7x11)
P,18 (18x4)/(8x12)

Fonte: Rangel et al. (2005).



