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RESUMO

RAMOS, M. R. F. Analise comparativa dos métodos de avanco por Bulk e SSI
identificacdo de QTLs para produtividade de gréo de arroz no cruzamento Ep
108 X lrat 122. 2019. 145 f. Doutorado (Doutorado em Genética e Melhoramenty uc
Plantas) — Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goias, Goiania, 2019.

Um aspecto relevante de todos os programas de melhoramento genético de arroz é a
extensa variabilidade genética disponivel e armazenada em bancos de germoplasma. Um
grande desafio é justamente o modo de como selecionar os genétipos mais adequados para
atender os objetivos desses programas. Uma alternativa interessante € a montagem de
colecBes nucleares. Além da caracterizacdo per se, 0s acessos que se destacaram por sua
variabilidade genética ou desempenho produtivo foram cruzados entre si em esquema de
dialelo. Os hibridos resultantes foram autofecundados para obtencéo da geracao F», que foi
avancada por Bulk e SSD até F;. Dos cruzamentos mais produtivos, um em particular
chamou a atencdo, inicialmente pela distancia genética entre os genitores (RW= 0,91), e
posteriormente, pelo alto valor de capacidade especifica de combinagdo - o Epagri 108
(Oryza sativa spp. indica) x Irat 122 (Oryza sativa spp. japonica). Esse trabalho objetivou
realizar analise de QTLs para produtividade e altura de plantas utilizando duas populac6es
do cruzamento Epagri 108 x Irat 122, avancadas pelos métodos de SSD (geracao Fg) e
Bulk (geracdo F.g). As 158 linhagens (RILs) de cada método (SSD e Bulk) foram
avaliadas por dois anos (safras 2016/2017 e 2017/2018), no delineamento latice duplo
18x18 com duas repeticbes, compostas por parcelas de quatro linhas de trés metros, na
Fazenda Palmital (Goianira, GO). As RILs foram genotipadas pela metodologia
DArTseq®, que gerou cerca de 6 mil SNPs. O modelo estatistico adotado para a analise
dos dados de produtividade foi modelo linear misto (MLM) por meio do programa R. Para
as avaliacBes do primeiro e segundo ano (safras 2016/2017 e 2017/2018) e analise conjunta
(dois anos/safras), o grupo de RILs-Bulk apresentou maiores médias de produtividade
quando comparado ao grupo RILs-SSD e Testemunhas. Porém, quanto ao componente de
variancia genética, o grupo SSD apresentou a maior estimativa seguido por Bulk e
Testemunhas. As produtividades das RILs-Bulk variaram de 4.010,75 kg haa 5.815,42 kg
ha™, enquanto que as RILs-SSD variaram de 3.321,76 kg ha™ a 8.096.27 kg ha™, ambas
superando o grupo das Testemunhas, que variaram de 2.754,30 kg ha™ a 3.643,73 kg ha™.
Para o carater altura de plantas (ALT), no primeiro ano, as plantas variaram de 116 cm a
165 cm para as RILs- Bulk. Ja as RILs-SSD apresentaram varia¢do de 91 cm a 177 cm,
enguanto que as Testemunhas variaram de 100 cm a 104 cm. No segundo ano, as RILs-
Bulk tiveram variagdo de 101 cm a 130 cm, enquanto as RILs-SSD variaram de 81 cm a
132 cm, ja as Testemunhas apresentaram alturas de 96 cm a 117 cm. Na analise conjunta,
as Testemunhas apresentaram as menores alturas. Para a analise de QTLs foi utilizado o
mapeamento por intervalo multiplo, com um total de 2.115 SNPs, e foram identificados 3
QTLs nas RILs-SSD para o carater produtividade de graos (PG), dos quais 2 QTLs foram
localizados no cromossomo 6 (qgGYLD6.1 e qGYLD6.2), um para 0 segundo ano de
avaliacdo, com variacdo fenotipica de 23,56%, e 0 outro para a analise conjunta,
explicando 9,45% da variagdo fenotipica. O outro QTL foi identificado no cromossomo 9
(gGYLD9), para o segundo ano,com variacdo fenotipica de 7,45%. Para o carater altura
(ALT) foi identificado um QTL no cromossomo 1 (QPTHT1), com a variag&o fenotipica de
14,01%. Para as RILs- Bulk, com total de 2.354 marcadores, 3 QTLs foram identificados
para o carater PG, sendo dois QTLs mapeados nos cromossomos 6 e 9 (qGYLD6 e
gGYLD9), referentes ao segundo ano de avaliacdo, apresentando variacdo fenotipica de



21,65% e 3,71%, respectivamente. Na analise conjunta um QTL foi mapeado no
cromossomo 7 (qGYLD7), com variagdo fenotipica de 12,9%. Para ALT nenhum QTL foi
encontrado nas RILs-Bulk. A partir da identificacdo desses QTLs nos blocos haplotipicos,
a proxima etapa sera a validagdo dos marcadores em acessos do banco de germoplasma da
Embrapa antes de serem incorporados a rotina de selecdo assistida, com a finalidade de
identificar materiais com maior potencial produtivo. Para o cruzamento Epagri 108 x Irat
122 o método SSD foi 0 mais eficiente na geracdo de linhagens superiores de arroz para
produtividade de grdos, porém a um custo operacional maior em relacdo ao método Bulk.
RILs derivadas tanto de Bulk quanto SSD identificaram QTLs para o carater PG,
entretanto, SSD identificou maior nimero de QTLs com maior efeito na variagdo do
carater.

Palavras-chave: Dialelo, RILs, Marcadores SNPs, Mapeamento por Intervalo,
produtividade de gréo.

'Orientador: Prof. Dr. Claudio Brondani. Embrapa Arroz e Feijo.



ABSTRACT

RAMOS, M. R. F. Comparative analysis of Bulk and SSD generation advancement
methods in the identification of QTLs for rice grain yield at crossbreeding Epagri 108
X Irat 122. 2019. 145 f. Doutorado (Doutorado em Genética e Melhoramento de Plantas)
— Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goias, Goiania, 2019.

A relevant aspect of all rice breeding programs is the extensive genetic variability available
and stored in germplasm banks. A major challenge is precisely how to select the most
appropriate genotypes to meet the objectives of these programs. An interesting alternative
is the assembly of core collections. Besides the characterization per se, the accessions that
stood out for their genetic variability or productive performance were crossed in a diallel
scheme. The resulting hybrids were self-fertilized to obtain generation F,, which was
advanced by Bulk and SSD until F7. Among the most productive crosses, one in particular
was interesting due to the genetic distance between the parents (RW = 0.91), and the high
value of specific combining ability - Epagri 108 (Oryza sativa spp. Indica) x Irat 122
(Oryza sativa spp. Japonica). This study aimed to perform QTL analysis for plant yield and
height using two populations of Epagri 108 x Irat 122 cross, advanced by SSD (generation
Fs) and Bulk (generation F7.g) methods. The 158 recombinant inbred lines of each method
(SSD and Bulk) were evaluated for two years (2016/2017 and 2017/2018 seasons), in a
18x18 double lattice design with two replications, consisting of four-line plots of three
meters in Palmital Farm (Goianira, GO). The RILs were genotyped by the DArTseq®
methodology, which generated about 6,000 SNPs. The statistical model adopted for the
grain yield data analysis was mixed linear model (MLM) through the R program. For the
first and second year evaluations (2016/2017 and 2017/2018 seasons) and joint analysis
(two years/seasons), the RILs-Bulk group presented higher grain yield averages when
compared to the RILs-SSD and testers group. However, regarding the genetic variance
component, the SSD group presented the highest estimate followed by Bulk and testers.
Bulk-RIL vyields ranged from 4,010.75 kg ha-1 to 5,815.42 kg ha-1, while SSD-RILs
ranged from 3,321.76 kg ha-1 to 8,096.27 kg ha-1, both exceeding the testers group, which
ranged from 2,754.30 kg ha-1 to 3,643.73 kg ha-1.For the plant height trait (ALT), in the
first year, the plants ranged from 116 cm to 165 cm for RILs-Bulk. On the other hand,
RILs-SSD ranged from 91 cm to 177 cm, while the testers ranged from 100 cm to 104 cm.
In the second year, RILs-Bulk ranged from 101 cm to 130 cm, while RILs-SSD ranged
from 81 cm to 132 cm, while the testers presented heights from 96 cm to 117 cm. In the
joint analysis, the testers presented the lowest heights. For QTL analysis, multiple interval
mapping was used, with a total of 2,115 SNPs, and 3 QTLs were identified in the SSIL-
RILs for the grain yield (PG) traitr, of which 2 QTLs were located on chromosome 6
(gGYLD6.1 and qGYLD6.2), one for the second year of experiment, with a phenotypic
variation of 23.56%, and the other for the joint analysis, explaining 9.45% of the
phenotypic variation. The other QTL was identified on chromosome 9 (qGYLD?9) for the
second year, with a phenotypic variation of 7.45%. For the trait height (ALT) a QTL on
chromosome 1 (QPTHT1) was identified, with a phenotypic variation of 14.01%. For RILs-
Bulk, with a total of 2,354 markers, 3 QTLs were identified for the PG character, two
QTLs mapped on chromosomes 6 and 9 (qGYLD6 and qGYLD9), referring to the second
year of evaluation, presenting a phenotypic variation of 21.65. % and 3.71%, respectively.
In the joint analysis a QTL was mapped on chromosome 7 (QGYLD7), with phenotypic
variation of 12.9%. For ALT no QTL was found in the RILs-Bulk. From the identification



of these QTLs in haplotypic blocks, the next step will be the validation of markers in
Embrapa germplasm bank accesses before being incorporated into the assisted selection
routine, in order to identify materials with higher grain yield potential. For the Epagri 108
X lIrat 122 cross, the SSD method was the most efficient in the generation of superior rice
lines for grain yield, but at a higher operating cost than the Bulk method. RILs derived
from both Bulk and SSD identified QTLs for the PG character; however, SSD identified a
higher number of QTLs with greater effect on trait variation.

Keywords: Diallel, RILs, SNP Markers, Interval Mapping, grain yield.

Orientador: Prof. Dr. Claudio Brondani. Embrapa Arroz e Feijéo.



1 INTRODUCAO GERAL

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos principais alimentos basicos da maior parte
da populacdo mundial, sendo o terceiro cereal mais produzido e cultivado, principalmente
na Asia, cujo continente responde por cerca de 90% da producdo mundial. O Brasil é 0
nono maior produtor mundial, e na safra 2018/2019 sua producéo anual foi de 10,7 milhGes
de toneladas aproximadamente (Conab, 2019).

No cenario mundial, segundo dados gerados pelo Departamento de Agricultura
dos Estados Unidos - USDA, a cultura do arroz acumulou a producéo, até fevereiro de
2019, de 772,5 milhGes de toneladas (Conab, 2019). Considerando o0 comeércio
internacional do arroz brasileiro, as exportacdes sao direcionadas, principalmente, para
Cuba, Venezuela e Senegal, que importam juntos cerca de 40% desse arroz. No ambito das
importacOes, Paraguai, Uruguai e Argentina comercializam cerca de 93% do volume total.
Isso devido as caracteristicas similares dos grdos produzidos em tais paises (Agrianual,
2019).

No Brasil, a producdo de arroz é proveniente de dois sistemas de cultivo:
irrigado por inundagéo e de sequeiro ou terras altas. Na safra 2018, foram produzidos 11,3
milhGes de toneladas de arroz irrigado e 1,3 milhGes toneladas de arroz de sequeiro
(Conab, 2019). A orizicultura irrigada e de sequeiro estdo presentes em quase todas as
regides do territdrio brasileiro, contudo, a maior parte da producdo esta concentrada em
cinco estados. Na Regido Sul, responsavel por mais de 80% da oferta nacional, destaca-se
0 estado do Rio Grande do Sul, maior produtor do pais com cerca de 71% da producdo
nacional e 8,7 milhdes de toneladas por ano; Santa Catarina concentrou 9,2% da producao,
com 1,1 milhdes de toneladas; Tocantins, com 677 mil toneladas (5,6%); Mato Grosso —
650 mil toneladas (3,9%) e Maranhdo — 246 mil toneladas (1,8%). Juntos, estes estados,
em 2018, responderam por 93% da producdo nacional (Agrianual, 2019; Planeta Arroz,
2019).

O grande numero de acessos armazenados em bancos de germoplasma de arroz
torna vidvel a introducdo de variabilidade genética adicional as populacbes de
melhoramento. A diversificacdo proveniente da ampliacdo da base genética permite o
surgimento de novas combinacGes alélicas e adaptagdes a ambientes especificos, podendo
proporcionar, por exemplo, uma reducdo da vulnerabilidade a doengas e insetos, e maior

estabilidade da producdo (Wang et al., 2014). O Brasil possui uma grande cole¢do de
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genotipos de arroz adaptados ao cultivo em condi¢fes tropicais. A incorporacdo de
variabilidade genética ao programa de melhoramento do arroz brasileiro pode permitir que
0 Brasil aumente a produtividade e qualidade de grdo desta cultura, atendendo tanto a
demanda interna, quanto as exportacGes. A Embrapa Arroz e Feijao, juntamente com a
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, elaborou a Cole¢do Nuclear de Arroz da
Embrapa (CNAE) (Abadie et al., 2005), que relne 550 acessos, representativos da
variabilidade genética de aproximadamente 10.000 acessos de arroz armazenados no
Banco Ativo de Germoplasma a época.

Normalmente em um programa de melhoramento genético os cruzamentos sao
realizados entre genitores com fendtipos favoraveis para caracteristicas complementares
entre si, com o intuito de gerar populagdes segregantes com variabilidade suficiente para
realizacdo de selecBes de linhagens superiores para os caracteres de interesse. A decisdo
mais importante é a escolha criteriosa dos genitores para realizar as hibridacdes, pois
permite que os esforgos dos melhoristas concentrem-se naquelas populagcfes segregantes
potencialmente capazes de fornecer familias superiores, traduzindo-se em maior eficiéncia
do programa (Ramalho et al., 2012). Entre outros fatores, essa escolha depende dos
caracteres a serem melhorados, do tipo de heranca do carater e da fonte de germoplasma
disponivel. Se o carater a ser melhorado for de heranca qualitativa, isto €, controlado por
poucos genes e pouco influenciado pelo ambiente, a escolha dos genitores é mais facil.
Normalmente € realizada a hibridacdo de uma cultivar portadora do alelo de interesse com
outra que apresente boas caracteristicas agronémicas (Abreu, 1997). Entretanto, quando se
trata de caracteres quantitativos, como produtividade de gréo, Baezinger & Peterson (1991)
classificam os métodos de escolha dos genitores em duas categorias: a) 0s que incluem
apenas as informacdes dos parentais, como, comportamento per se, coeficiente de
parentesco e analise multivariada para estimar divergéncia genética; b) os que utilizam o
comportamento de suas progénies, como 0s cruzamentos dialélicos, a estimativa de m + a
(média + valor aditivo).

A andlise dialélica é uma metodologia que pode auxiliar na escolha de
genitores com base nos seus valores genéticos, principalmente considerando a capacidade
de se combinarem em hibridos que produzam populacfes segregantes para selecdo de
linhagens promissoras. Por meio desse método € possivel conhecer também o controle
genético dos caracteres, que orienta na conducdo das populacdes segregantes e a selecéo.

Todavia, a divergéncia genética estd relacionada ao grau de distanciamento entre
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populacbes quanto ao conjunto de caracteres especificos. Sobretudo a divergéncia genética
entre genitores tem sido avaliada com a intencdo de identificar provaveis combina¢es com
maiores efeitos heteroticos, de forma que, os descendentes segregantes tenham maiores
chances de recuperacdo de genotipos superiores (Cruz & Ragazzi, 1994; Ramalho et al.,
2012).

A formagdo da populagdo base é uma fase critica, pois dela dependera todo o
sucesso futuro do programa de melhoramento. A populacdo base deve apresentar média
adequada para os caracteres de interesse e suficiente variabilidade genética para
possibilitar a selecdo. No que se refere a média alta, estd implicito, no caso de
produtividade de gréos, que na sua formacdo devem estar presentes cultivares e linhagens
adaptadas. A inclusdo de material exdtico, com pouca adaptacdo, resultara em reducdo da
média populacional (Ramalho et al., 1999).

Diferentes métodos de melhoramento podem ser utilizados, em espécies
autégamas, como o arroz, tendo como objetivo obter linhas homozig6ticas superiores as ja
existentes em cultivo. Nas autdgamas, os métodos tradicionais de conducéo das populacdes
segregantes sdo: o método genealdgico; método do descendente de uma Unica semente
(SSD - Single Seed Descent); método da populacdo (Bulk); método massal; selecdo
recorrente e retrocruzamento (Borém et al., 1997; Ramalho et al., 2012). ). Para que a
geracdo de populagdes segregantes seja eficiente, é fundamental, para que seja avaliada a
eficiéncia relativa dos métodos de melhoramento genético para os caractere de interesse
aos diferentes programas, uma vez que a variabilidade é funcdo da diversidade genética
dos genitores (Castanheira & Santos, 2004).

O arroz (Oryza sativa L.), tem sido utilizado como organismo modelo para
estudo de plantas cultivadas. A importancia do estudo do genoma do arroz nao esta
relacionada apenas ao seu aspecto econdmico e social, mas fundamentalmente a sua
relevancia em estudos gendmicos como planta modelo (Sohrabi et al., 2012). Os cereais
evoluiram independentemente de um mesmo ancestral ha cerca de 50 a 70 milhdes de
anos, mas apesar deste longo periodo de evolucdo, os genomas apresentam uma alta
conservacao (Goff et al., 2002). O arroz € o cereal com menor genoma, apresentando em
torno de 373 Mpb (Milhdes de pares de base), quando comparado aos do sorgo, milho,
cevada e trigo, com cerca de 750, 2500, 4800 e 16000 Mpb, respectivamente (Kawahara et
al., 2013).
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Além da sequéncia do genoma do arroz existem disponiveis atualmente
1.249.965 ESTs (Expression Sequence Tags). Esta disponibilidade de ESTs, oriundos de
bibliotecas de cDNA diversas, permitiu a obtencdo de informacdes sobre a expressdo de
genes importantes para a cultura do arroz. Permitiu também o desenvolvimento de uma
gama de marcadores baseados em DNA para a utilizacdo em variados estudos genéticos.
Todas estas informagdes serdo necessérias para melhor caracterizagdo funcional do
genoma do arroz (Paterson et al., 2010).

O conhecimento dos padrdes fenotipicos e genotipicos dos acessos presentes
nos bancos de germoplasma é uma ferramenta Util nos programas de melhoramento
auxiliando na busca de acessos desejaveis. O detalhamento do perfil génico de acessos com
a utilizacdo de ferramentas moleculares torna-se uma tecnologia importante por permitir a
deteccdo direta de variacdes no genoma, que promovem variacdes fenotipicas (Sakai et al.,
2013). Assim, possibilita que a selecdo de genitores para programas de melhoramento
passe a ser baseado na variagdo no genoma de interesse. O uso de marcadores moleculares
tem sido a tecnologia utilizada para a construcdo de mapas genéticos de varios organismos
(Resende et al., 2014).

O mapeamento genético permite identificar regides cromossémicas
responsaveis por alguma variagdo observada em caracteristicas quantitativas, bem como
determinar a forma de acdo dos genes ou grupos de genes associados a essas regioes. Os
QTL (quantitative trait loci) sdo locos ou segmentos cromossémicos que governam as
caracteristicas quantitativas, mas essa definicdo refere-se apenas a uma associacdo
estatistica entre uma regido do genoma e um carater fenotipico, que possuem distribuicdo
continua, tais como, altura e peso de plantas e de animais; producdo de gréos; teor de 6leo
etc. Com o surgimento dos marcadores moleculares tornou-se possivel mapear QTLs que
afetam esses caracteres quantitativos (Guo et al. 2014). Marcadores genéticos em ligacdo
proxima com QTL sdo usados para mapea-los, e, também, para a selecdo assistida por
marcadores (MAS), por exemplo, em conjunto com informacbes fenotipicas. A
disponibilidade de marcadores moleculares foi aumentada recentemente com o advento dos
microssatélites, dos SNPs e dos DArTSs e 0s genes a eles ligados podem ser mapeados em
grupos de ligacdo (Resende, et al., 2014).

O arroz cultivado tem sido adotado como um importante modelo para a
pesquisa cientifica em plantas o que tem ajudado bastante na compreensao dos controles

genéticos e moleculares e processos bioldgicos associados aos caracteres quantitativos (Bai
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et al., 2011). A produtividade de gréos é resultante da ac&o de diversos fatores genéticos e
fisiologicos da planta, bem como das interacGes com o ambiente e as praticas agrondmicas
adotadas. Por ser um carater quantitativo, regulado pela interacdo de varios genes de
pequeno efeito e pela acdo ambiental sobre o geno6tipo, a produtividade tende a ser de baixa
ou moderada herdabilidade (Xing & Zhang, 2010). Estudos com mapeamento de QTLsS e
clonagem tém sido importantes na identificagdo de genes que regulam o peso de graos,
incluidos tanto os genes para o tamanho quanto para o enchimento de grdo, por exemplo
(Qui et al., 2017; Dixit et al.,, 2019). Portanto, tem sido crescente a busca pelo
entendimento desses caracteres componentes (Bhati et al., 2015).

O objetivo desse trabalho foi comparar os métodos de conducdo de populagédo
segregante SSD e Bulk quanto a capacidade de identificar QTLs para 0s caracteres
produtividade de grdos e altura de plantas das linhagens puras recombinantes (RILS)

derivadas do cruzamento Epagri 108 x Irat 122.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 INTRODUCAO

O arroz é consumido em todos os continentes e desempenha papel importante
na economia e na sociedade. E a terceira maior cultura cerealifera do mundo, ficando atras
apenas da cultur do milho e do trigo. No Brasil o arroz é cultivado em todo o territorio, e
detém posicéo privilegiada do ponto de vista social e econdmico dentre as culturas anuais
(Agrianual, 2019).

O melhoramento de plantas foi o grande responsavel pelo aumento da
produtividade nas espécies cultivadas, e tem permitido obter novos gendtipos produtivos e
adaptados as condi¢cdes mais adversas de cultivo. Apesar da extensa variabilidade genética
disponivel, os programas de melhoramento genético do mundo todo tém priorizado a
utilizagdo de um grupo restrito de genitores elite, com a finalidade de serem preservadas as
melhores combinacdes de genes. Estas combinagdes de genitores elites tem promovido o
estreitamento da base genética da cultura do arroz, quanto aos patamares de produtividade
e na reducdo de ganhos genéticos com a selecdo (Ramalho at al., 2012).

Com o decorrer do tempo, 0s aumentos nos ganhos por selecdo s6 sdo
possiveis se a variabilidade genética adicional for introduzida nas populacdes de
melhoramento (Uphoff et al., 2015). A diversificacdo proveniente da ampliacdo da base
genética permite o surgimento de novas combinacGes alélicas e adaptacbes a ambientes
especificos, podendo proporcionar, por exemplo, uma reducdo da vulnerabilidade a
doencgas e insetos, e maior estabilidade da produgédo (Huang et al., 2015).

Para o desenvolvimento de novas cultivares de plantas autbgamas, podem ser
utilizados diferentes métodos de conduncdo de populacbes de melhoramento, que variam
de acordo com as caracteristicas a serem melhoradas e os genitores utilizados. Métodos
tradicionais de conducdo das populacfes segregantes até sua fixacdo sdo diversos, e suas
descricdes e implicacdes relacionadas a informacéo obtida sobre as linhagens, alteracdes
nas frequéncias génicas, tamanho populacional adequado, inferéncia ou ndo da selecéo
natural, dentre outras sdo discutidos por Borém et al. (1997) e Ramalho et al. (2012).
Todavia, € importante que seja avaliada a eficiéncia relativa dos metodos de melhoramento
geneético para os caracteres de interesse para 0s programas, uma vez que a variabilidade é
funcdo da diversidade genética dos genitores e, também, dos métodos de conducdo das

populagdes segregantes (Castanheira & Santos, 2004).
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Dos tipos de populacdes que séo geradas pelos programas de melhoramento, as
linhas puras recombinantes (RILs), que detém elevado grau de homozigose sdo utilizadas
para estudos de genética e gendémica bem como para desenvolver novas cultivares. A
populacdo passa por processos de caracterizacdo e avaliacdo a campo, estimagdo de média
e parametros genéticos, avaliacdo da interacdo com ambiente e também andlise de
diversidade genética por marcadores moleculares (Ramalho et al., 2012).

Para a estimacdo de parametros genéticos, a metodologia de modelos mistos
tem se mostrado eficiente, uma vez que tem a capacidade de reduzir significativamente os
erros associados de natureza aleatéria. O método REML/BLUP é comumente utilizado
para estimar os componentes de variancia e predizer as médias genotipicas. A estimativa
da interacdo gendtipo por ambiente pode ser realizada por varios métodos disponiveis,
sendo que a escolha do método depende do objetivo de cada estudo. Aqueles baseados nos
valores genotipicos tém se mostrado eficientes na selecdo de linhagens mais adaptadas e
mais estaveis. A média harmonica da performance relativa dos valores genotipicos
(MHPRVG) é um exemplo e, tem a capacidade de classificar um genotipo pela
produtividade, adaptabilidade e estabilidade, simultaneamente (Resende et al., 2014).

O uso de marcadores moleculares tem sido a tecnologia utilizada para a
construcdo de mapas genéticos de varios organismos (Ma et al., 2016). A construcdo de
mapas genéticos cobrindo todo o genoma permite chegar cada vez mais rapido a genes
especificos, e em todo o conhecimento génico de uma espécie. Mapas de ligacdo cobrindo
todo o genoma do arroz foram desenvolvidos ao longo dos anos (McCouch et al., 1997),
fornecendo novas oportunidades para a identificacdo de regides gendmica relacionadas a
caracteres de importancia agronémica.

A importéncia de estudos visando o melhoramento da cultura do arroz, ndo esta
voltada simplesmente por ser considerado alimento béasico, mas também por ser
considerado uma planta modelo para estudos gendmicos, apresentando o menor genoma
em comparacdo aos demais cereais, em torno de 373 Mpb (MilhGes de pares de base)
(Kawahara et al., 2013).

Nas Ultimas décadas a automatizagdo do sequenciamento permitiu um aumento
significativo na rapidez dos processos para a obtencdo de dados, elucidando genomas de
diversas espécies. As plataformas denominadas NGS (Sequenciamento de Nova Geragéo-
Next Generation Sequencing) foram disponibilizadas para o0 mercado no ano de 2005. As

técnicas de nova geracao de sequenciamento utilizam a construgdo de bibliotecas de DNA,
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dispensando o uso da clonagem via vetores, ocasionando ampla utilizacdo dessas técnicas
para estudos genéticos (Shendure & Ji, 2008).

Com a automatizacdo das plataformas para o sequenciamento gendmico
utilizando o NGS, novas técnicas de genotipagem foram desenvolvidas para a busca de
marcadores SNPs através da diminuicdo da complexidade genémica pela analise de
regides-alvo. Uma dessas técnicas € a genotipagem por sequenciamento é a variante da
tecnologia DArT que foi desenvolvida baseada no mesmo principio de reducdo da
complexidade do genoma aliado a tecnologia de genotipagem por sequenciamento de

ultima geracdo, o DArT-seq (Kilian, 2005).

2.2 IMPORTANCIA ECONOMICA DO ARROZ (Oryza sativa L.): SEU CULTIVO,
PRODUCAO E CONSUMO

O arroz ¢é tradicionalmente um dos produtos alimenticios mais consumidos no
pais, sendo o seu consumo anual estimado em torno de 12 milhdes de toneladas.
Adicionalmente, a cadeia produtiva do arroz apresenta destaque na criacdo de trabalho e
renda para a economia interna, com um parque industrial nacional de beneficiamento
altamente desenvolvido (Conab, 2019).

O arroz (Oryza sativa L.) é cultivado em cinco continentes, tanto em regides
tropicais como temperadas, e aproximadamente 90% da producdo e do consumo mundial
estdo concentrados na Asia. Os principais paises produtores da cultura sdo China, india e
Indonésia (Agrianual, 2019). Entre os produtos destinados a alimentacdo humana, o arroz é
0 segundo em importancia, ficando atrés apenas do trigo, e, em algumas partes do mundo,
especialmente na Asia, é base da alimentac&o de sua populacéo.

No mercado internacional, segundo dados do United States Department of
Agriculture (USDA), a producdo mundial de arroz base beneficiado ficard em 487,8
milhdes de toneladas na Safra 2018/19, retracdo de aproximadamente 800 mil toneladas
em relacdo a safra 2017/18. Esse resultado é reflexo principalmente da expectativa de
retracdo na producdo chinesa em fungdo de uma reducdo de area, apesar da retomada da
producéo norte-americana (Conab, 2019).

Nos EUA, o incremento de producdo foi resultado principalmente de uma
expansdo de area, apesar de ser identificado também um pequeno aumento da

produtividade. Sobre o consumo mundial este estd estimado em 487,9 milhdes de
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toneladas, o que representa crescimento de 6,4 milhdes de toneladas (1,33%). E importante
destacar que é a primeira vez nos Ultimos anos que o consumo mundial serd superior a
producdo mundial (Conab, 2019).

Na Safra 2017/18, que esta sendo comercializada atualmente, apesar do cenario
de aumento da oferta e dos estoques de passagem mundiais, espera-se que o fluxo no
mercado internacional continue elevado, fato que colabora com a manutencdo da demanda
do produto de importantes paises produtores, como a Tailandia e a india. A China
(principal pais produtor, consumidor e importador) mantém a tendéncia dos ultimos anos
de aumento dos estoques de passagem, por meio, da aquisi¢cdo de produto de terceiros
paises (Conab, 2019). A China teve estimativa de 495.066 mil toneladas de producao de
arroz na safra 2017/2018 e o consumo de 142.487 mil toneladas, enquanto na safra
2018/2019 a estimativa de producéo foi de 491.139 mil toneladas e 0 consumo de 142.782.

No Brasil, a Safra 2015/16 foi também significativamente influenciada pelo
fendmeno EIl Nifio, sendo o Rio Grande do Sul (RS), principal estado produtor, o mais
afetado. O excesso de chuva prejudicou extensas areas de cultivo e reduziu a produtividade
média brasileira, que refletiu na producdo de 10,6 milhdes de toneladas base casca no
Brasil (Agrianual, 2019).

2.2.1 Classificacdo Botanica e Origem

O arroz pertence a divisdo Angiosperma, classe das magnoliopsea
(monocotiledéneas), ordem Glumiflorae, familia Poaceae (gramineas), subfamilia
Oryzoideae e género Oryza (Guimardes, 2014). O género Oryza possui duas espécies
cultivadas: O. glaberrima Steud. (arroz de origem africana), e O. sativa L. (arroz de origem
asiatica), que é a mais conhecida por sua importancia na alimentacdo humana, e
amplamente cultivado em regides tropicais e temperadas do mundo (Rangel, 1999).

O. sativa L. é uma espécie autogama diploide, com flores hermafroditas e
possuindo um numero de cromossomo 2n=24. O ancestral silvestre O. rufipogon, tem
distribuicdo ampla compreendida entre a Asia subtropical e tropical, com formas anuais,
perenes e intermediarias. Ndo ha consenso sobre o local de origem do arroz cultivado, e
acredita-se que tenha sido na india, China ou regides do sudeste da Asia (Guimaraes et al.,
2006).
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A evolugdo da espécie O. sativa resultou na formagdo de duas subespécies,
indica e japonica. O arroz Indica adaptou-se as regides do Himalaia ao norte da India,
Afeganistdo e Ird. A subespécie Japonica foi domesticada no sudeste da Asia. A partir
dessa regido o arroz foi introduzido para Filipinas, Indonésia, Malasia e Taiwan.
Posteriormente os portugueses introduziram o arroz no Continente Europeu e Americano.
No Brasil as variedades do sistema de cultivo irrigado sdo consideradas da subespécie

Indica, enquanto que as variedades de sequeiro sdo Japonicas (Khush, 1997).

2.3 O GENOMA DO ARROZ

O arroz (Oryza sativa L.) tem sido utilizado como organismo modelo para
estudo de plantas cultivadas. A importancia do estudo do genoma do arroz nao esta
relacionada apenas ao seu aspecto econémico e social, mas fundamentalmente a sua
relevancia em estudos gendmicos como planta modelo (Sohrabi et al., 2012). Os cereais
evoluiram independentemente de um mesmo ancestral a cerca de 50 a 70 milhGes de anos,
mas apesar deste longo periodo de evolucdo, os genomas apresentam uma alta conservagao
(Goff et al., 2002). O arroz € o cereal com menor genoma, apresentando em torno de 337
Mpb (Milhdes de pares de base), quando comparado aos do sorgo, milho, cevada e trigo,
com cerca de 750, 2500, 4800 e 16000 Mbp, respectivamente (Kawahara et al., 2013).

Dos 37.544 genes identificados no genoma do arroz, 2.859 ndo foram
encontrados quando comparados ao genoma de Arabidopsis, sugerindo serem unicos de
arroz e possivelmente outros cereais. Ainda nesse trabalho, mais de 80.000 locos
polimérficos foram encontrados entre as subespécies indica e japonica, dentre 0s quais, 0s
marcadores SNPs, que ocorrem na frequéncia entre 0,53 e 0,78% no genoma (Matsumoto
et al., 2005). Além da sequéncia do genoma do arroz existem disponiveis atualmente
1.249.965 ESTs (Expression Sequence Tags), e clones de cDNA completos. Esta
disponibilidade de ESTs, oriundos de bibliotecas de cDNA diversas, permitiu a obtencao
de informac0es sobre a expressdo de genes importantes para a cultura do arroz. Permitiu
também o desenvolvimento de uma gama de marcadores baseados em DNA para a
utilizacdo em variados estudos genéticos. Todas estas informagfes serdo necessarias para
melhor caracterizagdo funcional do genoma do arroz (Paterson et al., 2010).

Outras espécies e subespécies de arroz foram sequenciadas, como Oryza

glaberrima (Wang et al., 2014), Oryza sativa spp. aus (Sakai et al., 2013) e espécies

21



silvestres. Devido a baixa divergéncia genética entre os genitores utilizados na maioria dos
programas de melhoramento genético do arroz, os genes de caracteres de interesse
presentes no material exdtico e que ndo foram selecionados ao longo do processo de
domesticacdo da espécie Oryza sativa L. podem representar uma alternativa importante no
desenvolvimento de linhagens e cultivares superiores. Esses materiais podem contribuir
com genes que aumentem a estabilidade da producdo de grdo, e isso inclui caracteres que
conferem tolerancia a estresses abioticos, resisténcia a pragas e doencas, e incremento da
produtividade (Wang et al., 2014).

2.4 VARIABILIDADE GENETICA DO ARROZ

Por meio do processo evolutivo e da domesticacdo a qual foi submetida O.
sativa, surgiram inUmeras variedades geneticamente divergentes, as quais foram se
adaptando as mais distintas condicGes de cultivo. Durante a Revolucdo Verde na década de
1960, surgiu o conceito de variedade moderna de arroz que possuia como principais
caracteristicas o porte baixo, alto perfilhamento, responsiva a adubacdo e com alto
potencial produtivo. A primeira cultivar considerada moderna foi a IR-8, lancada pelo
IRRI (International Rice Research Institute), semi-and, altamente produtiva, e utilizada
como genitora em programas de melhoramento do mundo todo (Vieira, 2007).

A introducdo das cultivares de porte baixo nos plantios das varzeas irrigadas,
em substituicdo as variedades tradicionais, produziu um aumento na produtividade do arroz
ao longo das décadas de 1970 e 1980. A partir desse periodo, os ganhos em produtividade
tém sido pequenos e, de um modo geral, resultantes mais do aumento do uso de insumos e
de tecnologia, do que do crescimento do potencial produtivo das cultivares (Vieira, 2007).
Uma das principais causas apontadas para a estagnacao dos patamares de produtividade é a
estreita base genética existente nas cultivares comerciais, resultante do melhoramento
intensivo das variedades modernas, através da utilizagdo de um grupo restrito de genitores
elite, com a finalidade de serem preservadas as melhores combinagdes de genes.

Considerando as cultivares mais plantadas nos principais estados produtores de
arroz irrigado do Brasil, sete ancestrais foram o0s responsaveis por 70% da composi¢do
génica da cultura (Costa et al., 2006). No Rio Grande do Sul, que € o maior produtor de
arroz irrigado, seis ancestrais contribuem com 86% dos alelos das variedades mais

plantadas. O aumento da base genética das novas cultivares, provenientes da utilizacdo de
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parentais mais divergentes geneticamente, € uma das principais alternativas para quebrar o
atual patamar de produtividade do arroz (Brondani et al., 2006). O grande nimero de
acessos armazenados em bancos de germoplasma de arroz torna viavel a introducdo de
variabilidade genética adicional as populacbes de melhoramento. A diversificacdo
proveniente da ampliacdo da base genética permite o surgimento de novas combinagoes
alélicas e adaptacdes a ambientes especificos, podendo proporcionar, por exemplo, uma

reducdo da vulnerabilidade a doencas e insetos, e maior estabilidade da producéo.

2.5 MELHORAMENTO GENETICO DE AUTOGAMAS

2.5.1 Escolha de Genitores para o Melhoramento Genético

Os programas de melhoramento sdo dependentes da variabilidade genética
presente no grupo de genitores elite para poder aumentar as chances de obtengéo de
combinacBes alélicas favoraveis. A variabilidade genética reduzida resulta em ganhos
genéticos pequenos, diminuindo a eficiéncia no desenvolvimento de linhagens e cultivares
superiores em um programa de melhoramento. Portanto, quanto maior o grau de
divergéncia entre os genitores de um programa, maiores serdo as probabilidades de
reagrupar alelos em novas combinacdes que sejam favoraveis (Nass et al., 2001).

Estudos sobre a divergéncia genética entre individuos ou populacBes para 0s
programas de melhoramento que visam hibridacdes, permitem a obtencdo de informacdes
para a identificacdo de genitores que possibilitem efeitos heterdticos maiores nas
progénies, e obter gendtipos superiores em geracdes segregantes. A divergéncia genética
deveria ser critério decisivo nas selecbes de genitores, pois genitores contrastantes
aumentam as possibilidades de surgirem combinagdes hibridas superiores (Nass et al.,
2001; Barili et al., 2011).

Normalmente em um programa de melhoramento genético os cruzamentos sdo
realizados entre genitores com fendtipos favoraveis para caracteristicas complementares
entre si, com o intuito de gerar populagdes segregantes com variabilidade suficiente para
realizacdo de selec¢des de linhagens superiores para os caracteres de interesse. A decisdo
mais importante € a escolha criteriosa dos genitores para realizar as hibridagdes, pois
permite que os esfor¢os dos melhoristas concentrem-se naquelas populacdes segregantes

potencialmente capazes de fornecer familias superiores, traduzindo-se em maior eficiéncia
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do programa. Entre outros fatores, essa escolha depende dos caracteres a serem
melhorados, do tipo de heranca do carater e da fonte de germoplasma disponivel.

A formacdo da populacdo base é uma fase critica, pois dela dependera todo o
sucesso futuro do programa de melhoramento. A populacdo base deve apresentar média
adequada para o caractere de interesse e suficiente variabilidade genética para possibilitar a
selecdo. No que se refere & média alta, esta implicito, no caso de produtividade de gréos,
que na sua formacdo devem estar presentes cultivares e linhagens adaptadas (Ramalho et
al., 2012).

A decisdo sobre o numero de parentais envolvidos na formagdo da populacéo
base é outro questionamento importante. Ramalho et al. (1999) citam que se 0 nimero de
parentais for muito grande, a probabilidade de encontrar todos os genitores com boa
expressao para o carater € muito pequena e mesmo que isso fosse possivel, a contribuicao
dos alelos de cada parental seria tdo pequena que a maioria seria perdida ap0s 0s primeiros
ciclos seletivos. Por outro lado, se 0 nimero for muito pequeno, a chance de associar a
maioria dos alelos favoraveis para determinado carater é também pequena. Outro ponto
que surge é como intercruzar os parentais para formar a populacdo base. Em principio, 0s
autores citam que 10 a 20 parentais € um namero satisfatorio.

Na avaliacdo dos individuos ou familias, a sele¢do na populacdo base pode ser
fenotipica massal ou através de teste de familias. A primeira op¢do é aconselhavel quando
o0 carater apresenta herdabilidade alta e pode ser selecionado visualmente com eficiéncia.
Para os caracteres com menor herdabilidade, a selecdo deve ser efetuada a partir de
geragBes avancadas em experimentos com repeticdo. Em qualquer um dos casos, €
considerada a fase mais importante, visto que, se as melhores familias ou individuos forem
identificados, certamente a recombinacdo contribuird para aumentar a frequéncia de alelos
favoraveis na populacdo (Ramalho, 1997). Com relacdo ao numero de familias a serem
avaliadas, Ferreira (1998), trabalhando com diferentes populacdes de feijoeiro, concluiu
que devem ser usadas, no minimo, 100 a 200 familias para representar a variabilidade das
populagdes.

O uso de um numero adequado de individuos que irdo formar a populagédo
melhorada & de grande importancia no melhoramento populacional para evitar a
diminuigéo da variabilidade genética. Assim, o melhorista deve levar em consideragéo ndo
sO a selecdo de individuos superiores baseando-se nos objetivos do seu programa, como

também, deve evitar a perda de alelos que contribuem positivamente para um melhor
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comportamento geral da populagdo. Para a selecdo de um determinado carater, deve-se
utilizar uma amostra da populacgdo cujo tamanho efetivo seja suficientemente grande para
garantir os progressos na direcdo que se deseja, como também para assegurar a presenca de

alelos favoraveis para todos os demais caracteres de interesse (Rangel et al., 1999).

2.5.2 Métodos de Melhoramento para Autégamas

Nas espécies autégamas, uma cultivar é representada por um gendtipo
homozigotico (linhagem), ou uma mistura de linhagens fenotipicamente semelhantes. Essa
linhagem ou linhagens podem ter sua constituicdo genotipica mantida indefinidamente, a
menos que ocorra mistura mecanica ou algum cruzamento com outras cultivares (Nass et
al., 2001).

Segundo Nass et al. (2001), existem vérias opcdes de métodos de
melhoramento aplicaveis as espécies autdgamas. Contudo, eles podem ser incluidos em
trés categorias: introducdo de linhagens, selecdo de linhas puras e hibridacao.

A introducdo de linhagens é considerada um método de melhoramento, pois
contribui efetivamente para a melhoria do potencial genético em uma dada regido. A
introdugcdo pode ser visualizada sob dois enfoques; o primeiro é a introducdo de
germoplasma para ser utilizado como fonte de variabilidade em hibridagdes. O segundo
enfoque da introducdo de linhagens refere-se ao uso direto em uma dada regido. Nesse
caso, as linhagens sdo introduzidas e submetidas a avaliagdes em experimentos com
repeticGes em varios locais representativos da regido, antes de sua recomendacao (Nass et
al., 2001).

Em algumas espécies autdgamas, especialmente aquelas utilizadas por
agricultores de subsisténcia, tais como arroz e feijdo, os agricultores ndo possuem o habito
de adquiri sementes anualmente, e reutilizam os graos colhidos como sementes por varias
geracOes. Essa variabilidade é decorrente de mistura mecéanica de linhagens diferentes,
seguida muitas vezes de fecundacdo cruzada entre elas no campo, e da ocorréncia de
mutacdo. Assim, é esperado que o germoplasma usado por Varios anos pelos agricultores
sejam uma mistura de linhas puras. Considerando o nuimero de geragdes de cultivo
sucessivo e a area semeada anualmente, o numero de linhagens genotipicamente diferente
dentro da populacéo € enorme. Além do mais, com a atuacéo da selecéo natural, € esperado

que persistam apenas aquelas combinacdes génicas que sejam mais adaptadas, ou seja,
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mais favoraveis as condicfes de cultivo prevalecentes na regido. Do exposto, é esperado
para essas espécies, que a selecdo dentro do germoplasma em uso pelos agricultores, seja
um método eficiente. O método é denominado selecdo de linhas puras pelas razdes ja
expostas (Ramalho et al., 2012).

A hibridacdo deve ser utilizada quando o objetivo do programa de
melhoramento é reunir em um Unico individuo — linhagem — os alelos desejaveis que se
encontram em linhagens distintas. Para a aplicacdo desse método existem trés etapas
fundamentais: a escolha de genitores a serem cruzados; a obtencdo da populacéo
segregante; e a escolha do método de conducdo da populacdo segregante (Nass et al.,
2001).

A primeira etapa refere-se a escolha de genitores, uma vez que em qualquer
espécie ha infinito nimero de combinagdes possiveis. No entanto, para ter sucesso na
escolha dos genitores de um programa de melhoramento, os objetivos devem ser claros,
pois a decisdo depende dos caracteres a serem melhorados, do tipo de controle genético
dos caracteres e da fonte de germoplasma disponivel (Nass et al., 2001).

Se o caréater a ser melhorado for de heranca qualitativa, isto € controlada por
poucos genes e pouco influenciada pelo ambiente, a decisdo sobre os genitores é mais facil.
Nesse caso, normalmente é realizada a hibridacdo de uma linhagem portadora do alelo de
interesse com outra que apresente boas caracteristicas agronémicas. Em se tratando de
caracteres quantitativos, controlado por muitos genes e muito influenciado pelo ambiente,
a escolha dos genitores ja ndo é tdo facil. Esses devem ser tais que possibilitem a obtencéo
de populagdes segregantes com média alta, associada a grande variabilidade para o carater
sob selecdo.

Os métodos de escolha de genitores, visando ao melhoramento de caréater
guantitativo, sdo classificados de duas formas: a primeira delas envolvendo os
procedimentos que utilizam apenas informagbes dos pais; e a segunda utilizando o
desempenho de suas progénies. Das alternativas para a escolha de genitores utilizando seu
préprio desempenho, o mais empregado € a média do carater em questdo e a divergéncia
entre os genitores. Dos procedimentos para escolha de pais visando o desempenho das
progénies, o cruzamento em dialelo tem sido o mais utilizado (Nass et al., 2001).

Apds a escolha dos genitores e realizando os cruzamentos para a obtencdo da
populacdo segregante, lembrando que é essencial que a populagéo tenha alelos favoraveis

no maior nimero de locos e variabilidade genética para ser explorada. Assim, a populagéo
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formada deve ser conduzida por um método de melhoramento. Dos métodos de condugéo
da populagdo segregante estdo os métodos que nao separam a fase de endogamia e selecdo
como: Método Massal; Método Genealdgico ou Pedigree (nos quais a partir da geracéo Fo,
quando ja existe variabilidade, inicia-se a selecdo que continua no decorrer das sucessivas
geragBes de endogamia). J& os métodos que separam a fase de endogamia e selecdo sdo:
Métodos da Populagdo (Bulk); Método Descendéncia de uma Unica Semente (SSD);
Método Bulk dentro de familias; Retrocruzamentos; Selecdo Recorrente. Alguns dos
métodos serdo descritos abaixo como forma de exemplificar (Ramalho et al., 2012).

Método Massal - a selegdo fenotipica de individuos superiores é efetuada a
partir da geracdo F e continua nas sucessivas geracdes (Ramalho et al., 2012).

Método Genealdgico ou Pedigree — o principio do método é a selecdo
individual de plantas na populacdo segregante, bem como a avaliacdo de cada progénie
separadamente. O mérito dos individuos selecionados é avaliado pelo teste de progénies.
Dessa forma, a selecdo € praticada com base no gendtipo dos individuos. A selecdo de
plantas individuais a partir da geracdo F,, as quais sdo colhidas isoladas e semeadas em
linhas na geracdo F3, quando entdo é realizada a selecdo das melhores familias (melhores
linhas) e dos melhores individuos dentro destas familias (melhores individuos dentro das
linhas). O processo se repete até que a maioria dos locos esteja em homozigose, quando as
melhores linhagens identificadas irdo participar de experimentos regionais de competicao
de cultivares (Ramalho et al., 2012).

Método da Populagdo (Bulk) — a partir da geracdo F,, as plantas sdo colhidas
em conjunto, massalmente, e tomada uma amostra de sementes para a obtencdo da
populagdo F3;. O processo se repete por algumas geragdes, quando o bulk é “aberto”, ou
seja, sao colhidas plantas individuais, que dardo origem as familias para serem avaliadas
em experimentos com repeticdo, até serem identificadas as melhores linhas puras. Essas
deverdo, entdo, comprovar a sua superioridade nos experimentos regionais de competicao
de linhagens. Na utilizacdo desse método ha alguns questionamentos, o primeiro é quanto
ao numero de individuos que deve estar presente em cada geragdo. Na pratica tem sido
utilizado de 1000 a 2000. Esse aspecto deve ser considerado devido a perda de alelos
favoraveis por amostragem, problema este que pode ser contornado utilizando um ndmero
adequado de individuos a cada geracdo. O segundo questionamento é quanto a0 momento
da abertura do bulk, j& que o método tem como principio avancar a populacdo sem

nenhuma selecdo artificial, até que a maioria dos locos esteja em homozigose, para so
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entdo iniciar o processo de selecdo. A frequéncia de heterozigotos reduz-se a metade a
cada geracdo e a homozigose completa ira sendo atingida rapidamente. Na geracéao Fs, por
exemplo, é esperado que 93,75% de todos os locos segregantes ja estejam em homozigose.
A partir de entdo o acréscimo na proporcao de homozigotos é menor e ndo ha vantagem em
se protelar mais a abertura do bulk (Ramalho et al., 2012).

Método Descendéncia de uma unica Semente (SSD) — consiste em avancar as
geracOes segregantes, tomando uma Unica semente de cada individuo, ja a partir da geracao
F,, para obter a geracdo seguinte. Tal procedimento é repetido até que o nivel de
homozigose desejado seja atingido. Dessa forma, cada linhagem corresponde a uma planta
F, diferente e, portanto, reduz-se a perda devido a amostragem deficiente. Entre as
vantagens do método estd a reducdo do espaco necessario para o avango das geracoes.
Uma segunda vantagem € que ndo ha perda por amostragem dos individuos F,, haja vista
que todos eles estardo representados em todas as geracdes. Além do mais, ndo ocorre a
acdo da selecdo natural, que poderia eliminar alguns fendtipos desejaveis. Uma
desvantagem ¢ a perda de variabilidade dentro das familias, uma vez que, a variabilidade
liberada dentro das familias, com o aumento da endogamia, € equivalente a existente entre
plantas na geracdo F,. Para reduzir esta perda € necessario partir de uma populacéo F, a
maior possivel. Outra desvantagem é que a perda de um individuo perde-se toda a
representatividade da planta F, (Ramalho et al., 2012).

2.6 PARAMETROS GENETICOS POPULACIONAIS NO MELHORAMENTO

A utilizacdo do termo parametro genético populacional refere-se as
caracteristicas de uma populacdo, em particular a média e variancias. As estimativas dessas
constantes € um dos objetivos principais da inferéncia estatistica, que por sua vez, é
conseguida por meio de amostras da populacdo que fornecem as estimativas dos
parametros. As populacbes utilizadas em programas de melhoramento apresentam
pardmetros de interesse classificados em natureza genética e ndo genética. A estimacao dos
pardmetros genéticos é necessario para obter informagfes sobre a natureza da acdo dos
genes envolvidos na heranca dos caracteres sob investigacdo; estabelecer a base para a
escolha dos métodos de melhoramento a populacdo. Portanto, quando ha a pretensdao em
estimar, experimentalmente, as variancias genética, tanto o ambiente quanto os genétipos

devem constituir amostras apropriadas da populagédo (Gardner, 1963).
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A teoria da genética quantitativa apresenta os conceitos de média e variancia de
populacdes, os quais sdo baseados nas frequéncias e efeitos de genes, isto é, na estrutura
genética da populacdo em estudo, que, também, depende de varios outros fatores, como o
nivel de ploidia, ligacdo génica, sistema de acasalamento, dentre outros. Esta teoria foi
fundamentada, nos estudo realizados independentemente por Hardy (1908) e Weinberg
(1908), do principio de que as frequéncias génicas e genotipicas de uma populacdo de
acasalamento ao acaso se mantém constantes de geracdo em geracdo, desde que a
populacdo seja suficientemente grande para evitar oscilacdo genética e que ndo haja
migracdo, selecdo e mutacdo. Assim, existindo essas condi¢des de equilibrio, a frequéncia
genotipica corresponde ao quadrado das frequéncias génicas (Wang et al., 2014).

As questdes primarias, para os caracteres métricos, sdo formuladas em termos
de variancia, tendo como ideia basica a variacdo sendo parcelada em componentes
atribuiveis a diferentes causas (Falconer, 1987). A particdo da variancia genotipica foi
realizada por Fisher (1918), mostrando que ocorre em trés componentes: a variancia
genética adtiva, devido aos efeitos médios dos genes; a variancia dominante, devido as
interacdes intra-alélicas; e a variacdo epistatica, devido as interacdes inter-alélicas entre
pares de locos. Fisher além de propor o fracionamento da variancia genotipica, estabeleceu
também calculos de correlages entre parentes, enfatizando que a correlagdo entre pai e
filho e entre irmaos completos diferem em relacdo a dominéncia (Falconer, 1987).

Segundo Falconer (1987), o estudo da variacdo se fundamenta no
desmembramento em componentes atribuidos a diferentes causas. A variancia total €
denominada de variancia fenotipica e inclui a variancia genotipica e a variancia causada
pelo ambiente, admitindo-se que a covariancia entre o genotipo e o ambiente seja nula.

A variancia promovida pelos desvios atribuidos ao ambiente ndo pode ser
removida, pois contém, por definicdo, toda a variancia ndo genética, e grande parte desta
esta fora de controle experimental. Contudo, com a utilizacdo de linhagens altamente
endogamicas ou a F; do cruzamento entre duas linhagens dessa natureza, € possivel obter
gendtipos idénticos, eliminando-se, deste modo, a variancia genotipica dentro de linhas e
maximizando-a entre linhas. Se um grupo de tais individuos é cultivado sob uma amplitude
normal de ambiente, a sua variancia fenotipica fornece uma estimativa da variancia
ambiental. Ao se subtrair a variancia fenotipica de uma populacdo geneticamente
heterogénea, por exemplo uma F,, da variadncia ambiental proveniente de uma populacéo

F1, obtém-se uma estimativa da variancia genotipica da populacgdo (Falconer, 1987).
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A variancia genotipica manifesta a diversidade entre individuos de uma
populacdo. Se o0s genes expressam efeitos aditivos, o valor genotipico do carater em
questdo pode ser aumentado ou reduzido pela substituicdo de um alelo. Assim, alguns
genes apresentam o efeito dominante de forma que a presenca de um alelo resulta no
incremento do valor genotipico. Contudo, pode ocorrer também interacdo entre diferentes
genes, como no caso de epistasia (Cruz & Carneiro, 2003).

A herdabilidade pode ser determinada como a proporcdo herdavel da
variabilidade total, isto é, a razdo entre variancia genotipica e variancia fenotipica. Assim,
seu papel preditivo do valor genético por meio do valor fenotipico é muito expressivo, pois
somente o valor fenotipico de um individuo pode ser mensurado, mas é o valor genético
que influenciaréa a proxima geracdo. Assim, a herdabilidade quantifica a confiabilidade do
valor fenotipico como guia para o valor genético (Falconer, 1987).

A herdabilidade é estimada por meio de uma anélise de variancia, sendo
possivel estimar tanto a herdabilidade no sentido amplo, que pode ser definida como a
razdo da variancia genotipica pela variancia fenotipica; quanto a no sentido restrito, que é a
razdo da variancia aditiva pela variancia fenotipica. A herdabilidade no sentido amplo
considera toda a variancia genotipica; sendo importante no caso de espécies de plantas que
sdo propagadas assexuadamente, ja que o gendtipo é herdado integralmente. A
herdabilidade no sentido restrito considera apenas 0 componente de variancia aditiva que,
na maioria dos casos, tem maior utilidade para o melhoramento, pois quantifica a
importancia da proporcdo genética que pode ser transmitida para a proxima geracdo
(Ramalho et al., 2000).

A estimativa da herdabilidade é de grande utilidade para um programa de
melhoramento de plantas, seja na escolha dos métodos de melhoramento apropriados, dos
locais para a conducdo dos testes de rendimento e do nimero de repeticdes, como na
predicdo do ganho antes de se realizar a selecdo, servindo inclusive de apoio para a
definicdo da estratégia de selecdo. Todavia, muitos dos procedimentos a serem adotados no
melhoramento estdo condicionados a magnitude da herdabilidade (Borém, 1997).

A herdabilidade ndo é uma propriedade imutadvel de uma caracteristica,
portanto, depende da populacdo na qual é estimada e do ambiente onde a populacdo se
encontra. Todavia, sempre que um valor para a estimativa da herdabilidade de um dado
carater € mencionado, ele se refere a uma populagéo particular, sob condi¢des particulares
Segundo (Falconer, 1987).
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Guimarées et al. (2006), avaliaram o potencial de progénies F,., de arroz
irrigado por meio das estimativas de seus pardmetros genéticos e fenotipicos. Foram
avaliadas 163 progénies F,.4 de arroz irrigado e Testemunhas, para os caracteres producéo
de grdos, dias até o florescimento (DF) e altura de planta. Os caracteres AP, PG e DF
apresentaram altas estimativas de herdabilidade, podendo obter maiores progressos por
selecdo. Com a selegdo praticada apenas para PG, houve ganho genético para AP e DF.
Apesar da baixa magnitude do ganho indireto, que foi considerado satisfatorio, pois
ocorreu no sentido desejado e a populacdo quando comparada com as Testemunhas.

Fernandes et al. (2015), obtiveram informacdes sobre caracteres agrondmicos e
caracteres de qualidade de grdo de uma populacéo indica x japonica e estimaram diferentes
parametros genéticos para posterior recomendacdo como fonte de variabilidade. Assim,
realizaram avaliacdo fenotipica de 147 linhagens endogamicas recombinantes, juntamente
com trés Testemunhas, avaliadas em ensaios de campo conduzidos na Estacdo do Instituto
Rio Grandense de Arroz (IRGA), em Cachoeirinha, na safra 2013/14. Realizaram também
estimativas de correlacbes entre os caracteres e uma analise de trilha. Houve alta
variabilidade para caracteres relacionados a qualidade de grdo e caracteristicas
agrondmicas, 0 que era esperado por ser uma populacdo proveniente de um cruzamento
bastante divergente (subespécies indica e japonica) e, ainda assim, ha linhagens que
apresentaram caracteres desejaveis para o desenvolvimento de novas variedades, tanto para
qualidade de grdos como para caracteristicas agronémicas. As estimativas de correlacdo e a
analise de trilha sugeriram que durante a selecdo deveria ser dada maior énfase para o
carater indice de centro branco, devido a este carater apresentar valores médios de
herdabilidade, ganho esperado com selecdo moderado e alta correlacdo genética e efeito
direto negativo com a caracteristica rendimento de engenho, facilitando a selecdo e a

obtencéo de progressos nestes caracteres.

2.7 PRINCIPIOS DA METODOLOGIA DE MODELOS MISTOS

O modelo linear matematico é considerado como misto quando é composto por
efeitos fixos, além da média geral, e efeitos aleatdrios, além do erro experimental. A
definicdo de um efeito como fixo ou aleatorio depende dos objetivos do estudo. Contudo,
um efeito é fixo quando ele é atribuido a um numero finito de niveis, portanto, pode ser

estimavel. Por outro lado, efeito aleat6rio consiste em uma amostra aleatéria de uma
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populacdo, isto €, um namero infinito de niveis de onde se retira uma amostra. Os efeitos
aleatorios séo preditos, uma vez que ndo possuem um valor real fixo per se (Searle, 1987).

Handerson (1973) prop6s o uso dos modelos mistos. Estes modelos séo Uteis
principalmente em andlise de dados desbalanceados. Detém como vantagens em
detrimento a andlise de variancia tradicional (ANOVA): produzem estimativas ou
predi¢cdes mais acuradas de efeitos de tratamentos quando existem dados perdidos nos
experimentos; permitem o ajuste de diferentes variancias para cada grupo de tratamentos,
ou seja, permite considerar variancias heterogéneas; a modelagem da estrutura de
correlagdo em experimentos com dependéncia espacial, com medidas repetidas e em
maltiplos experimentos, resulta em estimativas mais precisas. Por outro lado, como
desvantagem apresenta o efeito shrinkage, em que as predicdes dos efeitos aleatorios sdo
forcadas em direcdo a média geral, penalizando estimativas baseadas em pequenas
amostras (Resende, 2004).

Segundo Resende (2007), a metodologia de modelos mistos, 0 BLUP (Best
Linear Unbiased Prediction) é o melhor preditor linear ndo viesado, que estima o valor
genotipico, associado aos efeitos aleatorios, enquanto o BLUE (Best Linear Unbiased
Estimation) é o melhor estimador ndo viciado dos efeitos fixos do modelo. Além disso, o
procedimento REML (Restricted Maximum Likelihood, ou, méxima verossimilhanca
restrita), permite estimar os componentes de variancia para o modelo.

O estimador dos efeitos fixos do modelo (BLUES) é obtido através do método
dos quadrados minimos generalizados (GLS), enquanto o preditor dos efeitos aleatorios
(BLUPs) é obtido pela maximizagdo da funcdo densidade de probabilidade conjunta dos
vetores de observacdes e dos valores genéticos em relacdo aos efeitos fixos e aleatorios. Na
pratica, a rigor, ndo se tem BLUP, mas sim EBLUP, ou seja, BLUP empirico, ja que os
valores paramétricos sdo substituidos por suas estimativas. Os testes de comparagdes
maltiplas ndo devem ser utilizados em modelos mistos, pois eles sdo derivados sob o
enfoque de efeitos fixos de tratamento. Com os BLUPs, obtém-se um ordenamento dos
gendtipos, pela ordem decrescente de seus valores genotipicos. E importante ressaltar que
em alguns casos, especialmente, em programas de melhoramento de plantas anuais, BLUE
e BLUP fornecem os mesmos resultados; isso pode acontecer quando os dados sao
balanceados (Resende, 2007).

A predicdo de valores por meio de BLUPs requer um conhecimento prévio dos

componentes de variancia do modelo. Como isso ndo é possivel, as estimativas desses
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valores sdo utilizadas. Dos métodos para se estimar 0s componentes de variancia temos a
ANOVA, proposto por Fisher e derivado do método dos quadrados minimos; o método da
Maéaxima Verossimilhanca ou ML, desenvolvido por Hartley & Rao (1967) e o método da
Méxima Verossimilhanca Residual (Maximum likelihood restricted) ou REML, de
Patterson & Thompson (1971), derivados da fungéo de verossimilhanga.

Os métodos baseados em funcdo de verossimilhanca sdo recomendados para
estimar componentes de variancia em avaliagdes genéticas com dados desbalanceados,
pois fornece estimativas ndo negativas dos componentes de variancia e considera as perdas
de graus de liberdade resultantes dos efeitos fixos. Esse ultimo fato é responsével por gerar
estimativas ndo viciadas dos componentes de variancia. O método REML divide os dados
em duas partes: os efeitos fixos do modelo e os contrastes dos erros, sendo que apenas o
ultimo é utilizado para estimar os componentes de variancia, uma vez que ele contém todas
as informagdes inerentes aos parametros de variancia, e esse € o motivo do nome “maxima
verossimilhanga residual”, ou seja, considera apenas 0S contrastes dos residuos pelos
efeitos fixos, durante sua estimacdo. O método REML exige normalidade dos residuos,
porém a heterogeneidade de variancias pode ser contornada, além de permitir relaxar a
suposicdo de independéncia dos erros, permitindo maior flexibilidade na modelagem
(Resende et al., 2014).

A estimagdo dos componentes de varidncia via REML proporciona a
maximizacdo da funcdo de verossimilhanca, que é uma funcdo de densidade de
probabilidade, fixada sobre o conjunto de dados (y), em que se procura o parametro 6 mais
verossimil ou plausivel a esse conjunto de dados. Como o método REML divide a funcédo
de verossimilhanca em duas partes independentes — uma parte referente aos efeitos fixos e
a outra, referente aos residuos — os efeitos fixos sdo removidos do modelo. Portanto,
somente a porcdo da verossimilhanca dos efeitos aleatdrios € maximizada, ou seja,
consideram-se apenas os residuos (Resende et al., 2014). Os métodos REML tem como
vantagens a possibilidade de analisar dados desbalanceados; o ajuste de modelos e
delineamentos que ndo podem ser acomodados a ANOVA tradicional; a possibilidade lidar
com uma estrutura complexa de dados; a comparagdo entre individuos através do tempo e
do espaco é permitida, ao possibilitar o uso de um grande nimero de informacdes, 0 que
também geram estimativas e predi¢cdes mais precisas; a flexibilizacdo da modelagem dos
dados (Resende et al., 2014).
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A metodologia dos modelos mistos além de estimar os componentes de
variancia e fazer predi¢fes e estimativas em torno dos valores genotipicos, a também
permite testar se 0 modelo que est4 sendo empregado é adequado. E possivel testar a
significancia dos efeitos aleatérios do modelo através da analise de deviance (ANADEV),
baseada no teste de razdo de verossimilhanca (LRT), com a finalidade de verificar se o
modelo possui uma estrutura hierarquica ou aninhada. Essa analise permite a comparacao
de modelos que possuem diferentes efeitos aleatorios, porém a estrutura de efeitos fixos é
mantida. A deviance consiste na razdo entre as verossimilhancas do modelo completo em

relagdo ao modelo sem o efeito que se deseja testar (Resende et al., 2014).

2.8 MAPEAMENTO DE QTL (Quantitative Trait Loci)

O mapeamento genético permite identificar regides cromossémicas
responsaveis por alguma variagcdo observada em caracteristicas quantitativas, bem como
determinar a forma de acdo dos genes ou grupos de genes associados a essas regides. QTLS
sdo regides do genoma responsaveis pela expressdo de caracteres fenotipicos, que possuem
distribuicdo continua, tais como, altura e peso de plantas e de animais; producdo de graos;
teor de 6leo etc. Com o surgimento dos marcadores moleculares tornou-se possivel mapear
QTLs que afetam esses caracteres quantitativos (Guo et al. 2014).

Mapear um QTL significa identificar sua posicdo no genoma e estimar o efeito
aditivo, efeito de dominancia e outros efeitos presentes no modelo adotado. Cada gene tem
um pequeno efeito na expressdo do fendtipo, portanto, sdo ditos como complementares ou
aditivos. As interacOes entre alelos podem ser de dominancia completa, incompleta ou
codominancia. Por outro lado, as interacBes que ocorrem entre genes de Cromossomos
diferentes, ou genes que nao estdo ligados, sao epistaticas (Resende, 2012).

Ao considerar que o efeito do QTL ndo é observavel, a ideia, a principio,
baseada na ligacdo geneética, seria identifica-los por meio de genes de manifestacdo
observavel, isto é, de caracteristicas qualitativas, com localiza¢gdo no mesmo cromossomo,
posi¢des proximos ou ligados. Assim, a identificagdo dos QTLs é feita por meio de
analises de segregacdo conjunta entre 0 QTL e os genes que sdo denominados de locos
marcadores (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Contudo, se um loco marcador qualquer, de
facil identificacdo fenotipica, estiver fisicamente ligado, a pequena distancia, a um gene

que controla um carater de interesse, a selecdo deste marcador pode resultar indiretamente
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na selecdo do gene de interesse, a ndo ser que ocorram recombinacdes (Ferreira &
Grattapaglia, 1998).

Em uma determinada populacdo obtida de um cruzamento fechado, o passo
inicial é a identificacdo de marcadores polimorficos entre os genitores desse cruzamento. A
genotipagem da progénie desse cruzamento permite o desenvolvimento de mapas genéticos
podem ser construidos, mostrando a ordem dos locos nos respectivos cromossomos e a
distancia relativa entre os marcadores, resultante da frequéncia de recombinacéo entre eles.
Alguns pré-requisitos sdo importantes para 0 mapeamento de QTLs, tais como: o
delineamento genético adequado (populagbes F,, retrocruzamentos, linhas puras
recombinantes); numero de marcadores polimorficos entre os genitores, e dados
fenotipicos obtidos por experimentos com baixo coeficiente de variacdo (Lynch & Walsh,
1998).

O primeiro procedimento no mapeamento é a escolha dos genitores de modo a
maximizar a probabilidade de encontrar polimorfismo. A determinacdo de ligacdo génica
entre um QTL e um marcador molecular depende da existéncia de desequilibrio de ligacao
entre seus alelos. Por essa razdo, para a construcdo de mapa molecular e identificacdo de
QTLs sao escolhidas duas linhagens genética e fenotipicamente divergentes em relacéo aos
caracteres de interesse. Essas linhagens séo hibridizadas e delas obtidas populacGes
segregantes, que poderao ser F,, Fs, etc., retrocruzamentos (RC), linhagens dupla-hapléides
e linhas puras recombinantes (RIL — Recombinant Inbreed Lines). Em seguida, os
individuos dessa populacdo sdo avaliados quanto aos caracteres de interesse. Utilizando-se
familias F,, diferentes modelos podem ser ajustados de forma a estimar separadamente
contribuicbes de efeitos aditivos e dominantes. Quando sdo usados RC, somente €
estimado o efeito aditivo de uma substituicdo alélica. Deve ser considerado que com a
utilizacdo de marcadores altamente polimérficos baseados em SSR, por exemplo, elimina-
se a necessidade de cruzamentos distantes para maximizar o polimorfismo molecular.
Porém, no contexto de mapeamento de caracteristicas quantitativas, a selecdo de genitores
baseia-se na utilizagdo de pais fenotipicamente contrastantes para as caracteristicas de
interesse, visando maximizar o efeito da substituicdo alélica nos locos associados a
caracteres quantitativos (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Os marcadores SNP sdo uma
alternativa para gerar mapas de alta resolucdo para analise de QTLs. Os SNPs sdo a forma
mais abundante de variagdo no DNA e possuem baixa taxa de mutacdo, facilidade de

genotipagem e natureza bialélica.
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Marathi et al. (2012) avaliaram 310 populagfes recombinantes (RILs) de
cultivares de arroz, em trés locais diferentes, e como resultado identificaram 44 QTLs para
caracteristicas associadas a produtividade, porém apenas quatro se expressaram nos trés
locais avaliados.

Ikeda et al. (2013) avaliaram populacdo F, de duas variedades de arroz
(Koshihikari e Habataki) e identificaram QTLs relacionado ao nimero de gréos, tamanho
de gréos e componentes de produtividade. Bai et al. (2011) utilizaram linhagens isogénicas
de arroz e encontram QTLS relacionados aos componentes de produtividade. Liu et al.
(2015) avaliaram 63 linhagens recombinates de arroz e encontraram QTLSs relacionados a
fertilidade de espiquedas, peso de mil grdos, nimero de espiquetas por paniculas e
rendimento de gréos.

O método mais simples de mapeamento de QTL é conhecido por analise de
marcas individuais (single point analysis). De acordo com este método, independentemente
da quantidade de marcadores disponiveis, a associacdo entre o QTL e um Gnico marcador é
testada separadamentente. A identificacdo de um QTL ligado a um marcador baseia-se na
comparacdo entre as médias das classes genotipicas dos marcadores. Havendo diferenca
significativa entre médias, existe possibilidade de um QTL estar associado ao marcador em
questdo. A andlise de marcas individuais € muito utilizada quando se deseja apenas a
deteccdo de um QTL ligado a marca, ou quando o objetivo é descartar marcas ndo
informativas, como um passo preliminar para uma analise mais elaborada (Lynch &
Walsh, 1998). Uma desvantagem desse método € que o efeito de um QTL fica confundido
com sua posicao, que ndo pode ser precisamente determinada.

Outro método é o mapeamento por intervalo, o qual considera um par de
marcas adjacentes e infere sobre a existéncia de um QTL em qualquer posicdo entre essas
duas marcas. O mapeamento por intervalo foi proposto por Lander & Bostein (1989) como
uma alternativa para eliminar alguns dos principais problemas apresentados pela analise de
marcas individuais. Esse método permite obter estimativas mais precisas de efeito e
posicdo do QTL, além de aumentar o poder de deteccdo em relagdo & analise de marcas
individuais. Outra vantagem desse método é que o numero de individuos necessarios para a
analise € menor que no método de marcas individuais. Um modelo linear é usado para
associar o fenotipo ao gendtipo do QTL, e as estimativas dos parametros sao obtidas pelo

método da maxima verossimilhanca. O teste de raz&o de verossimilhanca, ou LOD Score, é
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usado para verificar a existéncia de ligacdo entre os marcadores e 0 QTL, de forma similar
a analise de marcas individuais (Lynch & Walsh, 1998).

Quando se avalia a presenca de um QTL em um intervalo, deseja-se que este
teste seja independente dos efeitos de possiveis QTLs em outras regides do cromossomo.
Este teste pode ser construido utilizando-se uma combinac¢éo do mapeamento por intervalo
com o modelo de regressdo multipla (Zeng, 1994). De acordo com este método, os efeitos
dos QTLs fora do intervalo considerado sdo inseridos no modelo sob a forma de cofatores,
sendo eliminados como residuos.

O terceiro método é o de mapeamento de multiplos intervalos, proposto por
Kao et al. (1999), e consiste no mapeamento de varios QTLs simultaneamente, em
intervalos distintos, obtendo-se um aumento na precisdo e no poder de deteccdo. O
mapeamento de mdltiplos intervalos permite a estimacdo dos parametros ja existentes nos
métodos anteriores, como posicao e efeitos do QTL, além da possibilidade de estimar o
nimero de QTLs no genoma e os efeitos de interacdo entre eles, denominados efeitos
epistaticos (Kao et al., 1999).

2.9 COMPONENTES DE PRODUCAO E ALTURA DE PLANTAS

A producdo de uma planta de arroz é um caracteristica agronémica complexa,
determinada pelos trés caracteres componentes: numero de paniculas, nUmero de gréos por
panicula e peso de grdos. O numero de paniculas é dependente da capacidade da planta
para a producdo de perfilhos, incluindo perfilhos primarios, secundarios e perfilhos
superiores. O numero de grdos por panicula também pode ser atribuido a dois
subcomponentes: nimero de espiguetas e taxa de fecundacdo de espiguetas. O peso de
grdos € largamente determinado pelo tamanho do grdo, que é especificado por suas trés
dimensGes (comprimento, largura e espessura), e 0 grau de enchimento (Bai et al., 2011).

As cultivares de arroz diferem enormente nos niveis de produtividade de gréo,
existindo diversas combinacdes de genes e alelos relacionados a cada carater componente
da producdo devido a grande variabilidade genética inerente da espécie. Além disso, 0
nivel de produtividade do arroz é uma caracteristica altamente influenciada pelas
condi¢cdes ambientais e as praticas de cultivo adotadas. Outro fator responsavel por essa
inconstancia nos niveis de produtividade é a interacdo genotipo e ambiente, proporcionado

cultivares adaptadas a condi¢fes ambientais especificas (Wang et al., 2015).
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A heranca de caracteres quantitativos envolve maltiplos genes, cada um tendo
um pequeno efeito que é sensivel as mudancas ambientais. Esses caracteres sdo conhecidos
como tendo geralmente baixa herdabilidade e sendo assim, sdo considerados de dificil
investigacdo. No entanto, o desenvolvimento de marcadores moleculares, 0 mapeamento
gendmico e as analises envolvendo QTL tém facilitado a investigacdo das bases genéticas
desses caracteres quantitativos. A andlise a ser adotada para a identificacdo e compreensdo
destes QTLs vai depender da populacdo de mapeamento a ser utilizada (lkeda et al., 2013).

Os genes que controlam os caracteres relacionados a produtividade em arroz
podem ser divididos em duas classes: 1) genes des processos bioldgicos basicos, sendo que
tais genes podem causar efeitos deletérios sobre as plantas como reducdo do
desenvolvimento, anormalidades na morfologia e taxas muito baixas de produtividade, por
exemplo, os genes relacionados ao perfilhamento e ao desenvolvimento de paniculas. 1)
genes de alteragOes quantitativas dos caracteres, em que diferentes alelos de determinado
loco, incluindo alelos de perda de funcdo, podem causar variacdes nas medidas dos
caracteres, como 0s genes relacionados ao nimero de grdos por panicula, tamanho de
panicula e dimensdo do grdo (Wang et al., 2015). Muitos estudos basicos procuraram
identificar regiGes genémicas relacionadas a produtividade em arroz. Entre os QTLs que
controlam os caracteres produtivos, e tém sido clonados e caracterizados. A heranca de
caracteres quantitativos complexos, como é o caso da produtividade, envolve multiplos
genes, cada um com um pequeno efeito que € sensivel a alteracbes ambientais. Esses
caracteres sdo conhecidos em geral como tendo baixa herdabilidade e, por esse motivo, sdo
dificeis de investigar (Xing & Zhang, 2010).

A altura da planta tem correlacdo negativa com a produtividade, pois afeta
diretamente o numero de perfilhos produtivos ( Zhou et al., 2016). Em plantas altas, a
energia que deveria ser destinada a formacéo dos grdos € direcionada para a manutencao e
sobrevivéncia da planta. Além disso, plantas altas tendem a acamar, acarretando em perdas
de gréos e resultando em dificuldades na colheita.

Na Revolugédo Verde, em 1960, foi introduzido em linhagens de arroz o gene
sdl, para a producdo de cultivares semi-ands, reduzindo o porte da planta e,
consequentemente, as perdas por acamamento (Bai et al., 2011). O numero de perfilhos,
bem como o angulo em que eles estdo inseridos; o numero, a densidade e tamanho das
paniculas; a quantidade e o peso dos gréos, este Gltimo correlacionado ao comprimento e

largura dos grdos e; a largura e o angulo de insercdo da folha bandeira sdo caracteres
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correlacionados positivamente a produtividade da cultura. Ja que possuem alta
herdabilidade, a selecdo baseada nesses caracteres tende a resultar em um incremento da

produtividade.

2.10 SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO (NGS)

O sequenciamento de DNA baseado no método de Sanger obteve grande
sucesso e esteve envolvido em todos os projetos desse tipo durante aproximadamente trés
décadas, desde o seu desenvolvimento, em 1977. No entanto, apesar de sua robustez, o
método apresenta desvantagens, dentre as quais podem ser citadas a necessidade de uso de
bibliotecas de clones para a preparacdo das amostras, processo este caro e demorado, e a
baixa velocidade de producdo alcancada com esse tipo de tecnologia, a qual é, em muitas
ordens de magnitude, inferior aquela desejavel em projetos de genémica. Assim sendo,
com o intuito de superar as deficiéncias inerentes a0 método de Sanger, novas técnicas
alternativas surgiram. Tais técnicas visavam um processo de sequenciamento livre de
clonagem baseada em vetores e a reducdo significativa da duracdo e custo do processo
como um todo (Chaisson et al., 2004).

Das alternativas criadas em busca de menor custo e maior rapidez para o
processo, as tecnologias NGS foram as primeiras a se consolidarem como solucbes
realmente eficientes, em resposta a limitada produtividade dos métodos de "primeira
geracdo", pelo poder de gerarem informacdo muitas vezes maior e com grande economia
de tempo e custo por base sequenciada. Como exemplo, em 2005 a empresa Roche langou
0 sequenciador 454 (Droege, 2008), com tecnologia baseada no método de
pirossequenciamento (Leamon, 2003).

As tecnologias NGS sdo capazes de gerar dados na ordem de milhdes a bilhdes
de pares de bases por experimento (ou corrida) (Mardis, 2011; Pareek et al., 2011), contra
as relativamente poucas milhares de bases proporcionadas pelo metodo de Sanger
automatizado. Diferem deste ultimo, também, por gerarem produtos do sequenciamento
(leituras) de pequena extensdo tipicamente da ordem de 30 a 400 pares de bases em
contraposicdo aos comprimentos de 700 a 1000 tipicos da tecnologia baseada em Sanger.
O tamanho da leitura, nas plataformas NGS, € menor, porém como uma amostragem maior
do genoma, permitindo uma grande cobertura de sequenciamento (de 30 vezes ou mais) a

um baixo custo relativo, se comparada com a cobertura tipica obtida com as plataformas de
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eletroforese capilar. Assim, com relacdo a esta Gltima, conseguem promover um
sequenciamento muito mais rapido, produtivo e bem menos oneroso (Chaisson et al.,
2004).

2.11 GENOTIPAGEM DArT (Diversity Arrays Technology)

DArT (Diversity Arrays Technology) refere-se a técnica que permite a deteccdo
simultanea de centenas de locos polimdrficos espalhados pelo genoma. Esta técnica ndo
necessita de informacdes da sequéncia de DNA ou de primers especificos e tem baixo
custo de genotipagem por loco. Os marcadores moleculares SNPs derivados da técnica
DArT séo bialélicos, comportam-se de maneira co-dominante (dose dupla, dose Unica ou
auséncia) ou dominante (presencga ou auséncia) .

A técnica DArT tem sido amplamente utilizada em varias espécies de
importancia agronémica, arroz (Xie et al., 2006), sorgo (Mace et al., 2008), cana-de-agucar
(Heller-Uszynska et al., 2010), dentre outras. Muitos métodos tém sido desenvolvidos para
reduzir a complexidade do genoma, como por exemplo, GBS (Genotyping by Sequencing),
no entanto, a técnica DArT proporciona uma vantagem significativa por meio da selecao
de uma fracdo correspondente a genes predominantemente ativos. Esta selecdo é
conseguida através do uso de uma combinacdo de enzimas de restricdo que separam
sequéncias de numero de coOpias baixas a partir da fracdo repetitiva do genoma (Jaccoud et
al., 2001).

A tecnologia DArT pode resumidamente ser dividida em duas etapas:
desenvolvimento dos painéis de diversidade e genotipagem. Na primeira etapa o DNA das
amostras a serem estudadas é agrupado e clivado por enzimas de restricdo, sendo uma de
corte raro e outra de corte frequente, e, posteriormente, aos fragmentos digeridos sdo
ligados adaptadores as extremidades de corte raro. Posteriormente, uma reacdo da
polimerase em cadeia (PCR) é realizada para amplificacdo dos fragmentos gerados
utilizando-se primers complementares a sequéncia dos adaptadores. A complexidade do
genoma € reduzida, pois somente fragmentos com as duas extremidades ligadas aos
adaptadores sdo amplificados (Jaccoud et al., 2001). A etapa de reducdo da complexidade
do genoma determina a eficiéncia da identificacdo dos polimorfismos na técnica de DAIT,
especialmente em espécies que apresentam genomas extensos e complexos (Helleur-

Uszynska et al., 2011). Ainda na primeira etapa, os fragmentos amplificados via PCR séo
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clonados em um vetor. Os insertos sdo novamente amplificados, purificados e arranjados
em um suporte sélido (microarray), gerando assim um painel de diversidade através da
impressdo dos microarrays contendo as representacdes gendémicas em laminas de vidro,
também denominadas slides (Jaccoud et al., 2001).

Embora a tecnologia DArT seja muito eficiente, existe disponivel hoje a chamada
DArTseq, tecnologia que também se baseia na reducdo de complexidade gendmica e
deteccdo de polimorfismos, porém baseada em NGS. A principal diferenca entre a
tecnologia DArTseq e outras metodologias de genotipagem por sequenciamento trata-se de
como a reducdo da complexidade do genoma é obtida. A metodologia utilizada na redugéo
da complexidade pela tecnologia DArTseq é simples e também eficiente na selecdo de
regides de baixo numero de copias. Estima-se que 90% dos marcadores identificados via
DArTseq alinham-se uma Unica vez no genoma de referéncia (quando esta facilidade esta
disponivel) (Cruz et al., 2013).

A alta cobertura praticada pela tecnologia DArTseq assegura alta qualidade dos
marcadores identificados, tanto baseada na reprodutibilidade (> 97%) quanto Call rate, e
além disto, esta tecnologia permite a exploracéo de dois tipos de dados: dados dominantes
(marcas presentes e ausentes) analogos aos obtidos via DArT, porém extraidos de forma in
silico; e marcadores do tipo SNP (Single Nucleotide Polymorphism). Sendo assim, a
tecnologia DArTseq caracteriza-se como uma técnica simples, altamente multiplexavel,
adequada para estudos populacionais, caracterizacdo de germoplasmas, melhoramento
genético, dentre outros. Adicionalmente, DArTseq representa uma alternativa a protocolos
caros e complexos como a produgcao “chip” de alta densidade, o que requer um
investimento substancial de recursos. Adicionalmente marcadores disponibilizados via
“chip” sdo especificos para a populagdo em que foram desenvolvidos, representando,
assim, um grave problema quando se considera o nivel de polimorfismo necessario para a
conducéo do estudo desejado (Cruz et al., 2013). A tecnologia é realizada pela empresa
DAIT Pty/Ltd. (Australia), e utilizada com sucesso para a construcdo de mapas genéticos,
estudos de caracterizacdo de colecdes de germoplasma e de diversidade genética, e é um

sistema rapido, robusto e que requer quantidades minimas de DNA.
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3 ARTIGO CIENTIFICO: ANALISNE COMPARATIVA DOS METODOS DE AVANGO
BULK E SSD NA IDENTIFICACAO DE QTLs PARA PRODUTIVIDADE DE GRAO
DE ARROZ NO CRUZAMENTO EPAGRI 108 X IRAT 122

3.1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) esta entre as mais importantes espécies cultivadas, e
para que sua producdo consiga acompanhar o continuo crescimento da demanda mundial
devem-se intensificar pesquisas em melhoramento genético visando ao aumento, da
produtividade de grdos (Neves et al., 2017).

As cultivares modernas de arroz sdo obtidas por cruzamentos com genitores
préximos geneticamente, com o objetivo de conservar as combinagcbes favoraveis
acumuladas por muitas geracGes de melhoramento, e realizar a selecdo das progénies
superiores. Contudo, o cruzamento entre genitores aparentados tem limitado o ganho
genético anual para a produtividade de linhagens elites dos programas de melhoramento
genético, além de aumentar a suscetibilidade aos ataques de pragas e doencas (Huang et
al., 2015).

Como estratégia para incrementar a produtividade na cultura do arroz, a
exploracdo da variabilidade genética proveniente de variedades silvestres ou de materiais
introduzidos é uma boa resposta para mudancas nesse cenario (Uphoff et al., 2015). Uma
alternativa que se apresenta como importante solucdo dessa crescente demanda é a
obtencdo de cultivares hibridas. Programas de melhoramento tém utilizado tal estratégia
para atingir patamares cada vez maiores de produtividade, explorando o vigor hibrido ou
heterose (Uphoff et al., 2015).

Diante de muitos cruzamentos que podem ser realizados para ampliar a base
genética dos programas de melhoramento, o uso da analise de cruzamento dialélico tem
sido a melhor e mais completa informagdo sobre o comportamento das linhagens em
combinacgdes hibridas, por permitir a estimacdo de diferentes componentes da variancia
genotipica, podendo obter a capacidade combinatoria dos genitores em uma série de
combinagBes e o desempenho das melhores ou piores combina¢Bes hibridas, e a
verificacdo da acdo génica predominante em um grupo de genotipos, proporcionando
informagdes sobre o controle genético das caracteristicas avaliadas, auxiliando o

melhorista na escolha da melhor estratégia de melhoramento (Ramalho et al., 2012).
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A capacidade combinatoria permite inferir que os parentais diferem em relacéo
a capacidade de se combinarem, além de ser um indicativo de que no controle do caréater
ocorre a predominancia dos efeitos aditivos, enquanto a capacidade especifica mostra que
0S cruzamentos sdo heterogéneos, por apresentarem componentes diferentes do esperado
com base na capacidade combinatoria de seus parentais, avaliando a contribuicdo dos
efeitos ndo aditivos, de dominancia ou epistasia, na expressdo dos caracteres (Ramalho et
al., 2012).

Para o desenvolvimento de novas cultivares em espécies autdgamas, como o
arroz, diferentes métodos de conducdo de populagdes de melhoramento podem ser
utilizados, os quais variam de acordo com as caracteristicas a serem melhoradas e 0s
genitores utilizados, tendo como um dos principais objetivos obter linhas homozigéticas
com desempenho produtivo superior as cultivares comerciais (Castanheira & Santos,
2004).

Os métodos de conducdo de populacbes segregantes mais utilizados sdo o
genealdgico; o descendente de uma Unica semente (SSD - Single Seed Descent); e o de
populacdo (Bulk). As respectivas descricdes e implicacbes relacionadas a informacao
obtida sobre as linhagens, alteracbes nas frequéncias génicas, tamanho populacional
adequado, influéncia ou ndo da selecdo natural, dentre outras, sdo discutidos por Borém et
al. (1997) e Ramalho et al. (2012). Considerando os tipos de populagdes que sdo geradas
pelos programas de melhoramento tém-se as linhas puras recombinantes (RILS), que detém
elevado grau de homozigose e sdo utilizadas para estudos de genética e gendmica, bem
como para desenvolver novas cultivares. Esse tipo de populagdo de melhoramento passa
por processos de caracterizacdo e avaliacdo a campo, estimacdo de média e parametros
genéticos, avaliacdo da interacdo com ambiente e também anélise de diversidade genética
por marcadores moleculares (Ramalho et al., 2012).

Os detalhes do perfil génico de acessos com a utilizacdo de ferramentas
moleculares torna-se uma tecnologia importante por permitir a deteccao direta de variagdes
no genoma, que promovem variacOes fenotipicas. Assim, possibilita que a sele¢do de
genitores para programas de melhoramento passe a ser baseado na varia¢cdo no genoma de
interesse, como em trabalhos de Rizzi (2017) e Monzdn (2015), na cultura do arroz.

A produtividade em arroz foi incrementada pelo desenvolvimento de cultivares

melhoradas para o o indice de colheita e a arquitetura da planta através do uso de genes de
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plantas de porte baixo, além do desenvolvimento de cultivares hibridas aatravés da
exploracdo da heterose (Xing & Zhang, 2010).

O arroz consiste em importante planta modelo para estudos genémicos, pois
possui 0 menor genoma entre as espécies de cereais (Kawahara et al., 2013). Esfor¢os na
pesquisa genémica funcional em arroz também tém sido coordenados com um enorme
progresso (Han & Zhang, 2008), possibilitando a identificacdo de um grande nimero de
genes, e sua posterior clonagem e caracterizacdo funcional. Esse progresso tem ajudado
bastante na compreensdo dos controles genéticos e moleculares e processos bioldgicos
associados aos caracteres de produtividade em arroz (Valluru et al., 2014).

Os genes que controlam os caracteres relacionados a produtividade em arroz
podem ser divididos em duas classes: (a) genes para 0s processos bioldgicos basicos, sendo
que tais genes podem causar efeitos deletérios sobre as plantas como reducdo do
desenvolvimento, anormalidades na morfologia e taxas muito baixas de produtividade,
como exemplo, os genes relacionados ao perfilhamento e ao desenvolvimento de
paniculas; e (b) genes diretamente envolvidos em caracteres de heranga quantitativa,
incluindo alelos de perda de funcdoExemplos dessa classe sdo aqueles genes relacionados
ao numero de grdos por panicula, tamanho de panicula e dimensdo do gréo (Valluru et al.,
2014).

A produtividade de grdos de uma planta de arroz € determinada por trés
caracteres componentes: nimero de paniculas por metro, nimero de grdos por panicula e
peso de grdos. Numero de paniculas é dependente da capacidade da planta para produzir
perfilhos, a produtividade é geralmente contribuida pelos perfilhos primarios e alguns
perfilhos secundarias iniciais, enquanto perfilhos secundarios tardios e perfilhos terciarios
exercem pouca contribuicdo, embora eles também consumam nutrientes e agua. Em
programas de melhoramento, ha uma tendéncia na busca por menor nimero de paniculas,
porém com maior tamanho, a fim de alcancar uma melhor produtividade (Xing & Zhang,
2010).

Muitos estudos basicos procuraram identificar regiGes gendmicas relacionadas
a produtividade em arroz. Entre os QTLs que controlam os caracteres produtivos e tém
sido clonados e caracterizados, podem ser destacados o LAX1, APO1, GN1a, DEP1, Ghd7
e Ghd8, GS3 e GL3. Quanto ao numero de grédos em arroz, o gene LAX1 foi identificado
codificando o fator de transcricdo bHLH, que est& envolvido na formagéo de todos os tipos

de meristemas axilares (Komatsu et al., 2003); o gene APO1 também foi identificado
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codificando proteinas F-box, regulando positivamente o nimero de espiguetas (Ikeda et al.,
2007); e 0 gene GN1a demonstrou o papel importante no aumento da produtividade (Xie et
al., 2015).

Relacionado ao numero de grdos em arroz, no trabalho de Huang et al. (2009),
0 gene DEP1 foi identificado codificando uma proteina contendo um dominio PEBP,
evidenciando trés caracteres fenotipicos: panicula densa, grande numero de grdos por
panicula e panicula ereta. O gene Ghd8 foi identificado como um QTL relacionado a
produtividade de gréos e envolvido com a ramificacdo da panicula (Yan et al., 2011). Um
exame mais detalhado nas paniculas revelou que o gene Ghd7 altera 0o ndimero de
amificagBes primarias e secundarias, codificando uma proteina com o dominio HD1 (Xue
et al., 2008). Em estudos mais recentes, o gene Ghd7 foi identificado em analise GWAS
em arroz relacionado ao potencial produtivo (Lu et al., 2012; Yonemaru et al., 2014), e de
acordo com Wang et al. (2015), essa mesma regido gendmica também foi responsavel pela
variagdo do conteudo de clorofila, evidenciando sua importancia em relacdo a
produtividade.

O primeiro gene de grande importancia identificado como relacionado ao peso
de grdo foi o GS3. Este QTL foi detectado em torno da regido centromérica do
cromossomo 3, contribuindo para 0 aumento da produtividade (Fan et al., 2006). Mao et al.
(2010) identificaram mais dois alelos desse gene, classificando, assim, quatro tipos de
alelos GS3, sendo que a proteina putativa é composta por quatro tipos de dominios:
dominio OSR, dominio de transmembrana, dominio TNFR/NGFR rico em cisteina e 0
dominio VWFC. Anélises revelaram que estes dominios apresentaram diferentes fungdes
na regulacdo do peso do grdo. Estudos mais recentes também demostraram a associacao
dessa regido gendmica com a produtividade, como por exemplo na analise GWAS em
arroz de Yang et al. (2014), no mapeamento de QTL de Xu et al. (2015) e também no
trabalho de Liang et al. (2016) que identificou 10 genes associados a produtividade, com
grande destaque para 0 GS3 que foi significante para mais de um ambiente testado.

O tamanho de graos também esta relacionado ao aumento da produtividade em
arroz, e o QTL GLW?7 foi identificado codificando o fator de transcricdo OsSPL13 (Si et
al., 2016), enquanto que o QTL GS2 foi identificado codificando o fator de regulacéo do
crescimento OsGRF4 (Hu et al., 2015), e o QTL WEFP foi identificado codificando o fator
de transcricdo OsSPL14, que também promove as ramificagdes da panicula (Miura et al.,
2010). Nos trabalhos de Qi et al. (2012), Hu et al. (2012), Zhang et al. (2012), Xu et al.
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(2015) e Zeng et al. (2016), 0 QTL GL3 foi relacionado com a fosforilagcdo de proteinas
nas espiguetas para acelerar a diviséo celular e, assim, promover maiores produtividades.

O objetivo desse trabalho foi comparar os métodos de conducéo de populacdo
segregante SSD e Bulk quanto a capacidade de identificar QTLs para os caracteres
produtividade de grdos e altura de plantas das linhagens puras recombinantes (RILS)
derivadas do cruzamento Epagri 108 x Irat 122.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Avanco das Populactes

O cruzamento (Epagri 108 x Irat 122) advém de um dialelo realizado com a
finalidade de obter cruzamentos que derivariam progénie com alto potencial produtivo e
geneticamente divergentes, superiores em uma ou mais caracteristicas aos genotipos elites
do programa de melhoramento de arroz da Embrapa. Esse cruzamento foi escolhido dentre
as 66 combinacdes do dialelo, por possuir plantas com maior produtividade média, e ser
um cruzamento inter-subespecifico, envolvendo uma cultivar indica (Epagri 108) e uma
cultivar japénica (Irat 122). Os 12 genotipos selecionados como genitores do dialelo foram
escolhidos a partir da caracterizacdo agrondémica e molecular dos 550 acessos constituintes
da Colecdo Nuclear de Arroz da Embrapa (CNAE), e cujos critérios foram a alta
produtividade, e pertencentes a diferentes estratos (variedades tradicionais, melhorados no
Brasil e melhorados no exterior). Os 12 genotipos foram cruzados no esquema de dialelo
completo, sem reciprocos, no ano de 2005, e foram entdo obtidas 66 combinacdes F;, que
foram autofecundados para obtenc¢do da geracdo F, e avancados até F.

A populacdo Epagri 108 x Irat 122 foi avancada pelo método Bulk a partir da
geracdo F,, no ano de 2006. Para o avanco de geracdo eram retiradas amostras de 500
sementes, e plantadas novamente no ano seguinte, até a geracdo F;. Por fim, foi realizada a
abertura das familias em F.g; as plantas foram dispostas em linhas de cinco metros, sendo
todas colhidas individualmente.

A populacdo Epagri 108 x Irat 122 também foi avancada pelo método SSD
(descendente de semente Unica) no ano de 2006. Partindo de uma populacdo de 500
sementes em F,, dez sementes de cada planta F, foram semeadas em copos plasticos

individuais, e apds 20 dias da semeadura, cinco mudas foram transplantadas no campo.
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Destas cinco plantas, apenas uma foi escolhida aleatoriamente para avangar a geracdo
seguinte. Todo o processo foi repetido até a geracao F.

Para a conducdo dos dois anos de experimentos (2017 e 2018) na fazenda
Palmital em Goianira-GO foram retiradas aleatoriamente 158 sementes das linhagens Bulk

e SSD da populacgdo Epagri 108 x Irat 122, para comporem 0s experimentos.

3.2.2 Avaliacdo das Familias F7 e Fg

As populagdes SSD e Bulk do cruzamento Epagri 108 x Irat 122 foram
avaliadas em experimento de campo, em duas safras agricolas (2016/2017 e 2017/2018).
As 158 RILs F; e Fg de cada método, juntamente com 8 Testemunhas (dois genitores e as
cultivares Araguaia, Maninjau, Irga 417, BRS Catiana, BRS Tropical, ITA Puita CL)
foram avaliadas no delineamento experimental de latice quadrado 18x18, com parcelas de
4 linhas de 3 metros, com duas repetigdes.

Os caracteres avaliado foram produtividade de grdo (PG) e altura de plantas
(ALT). Para produtividade de gréo, foram colhidas todas asplantas das duas linhas centrais
da parcela, que foram pesadas em balanca de precissdo, e os valores em gramas foram
convertidos para kgha™. O caréter altura das plantas em (cm) foram obtidos pela tomada
das alturas de cinco plantas dentro das parcelas por meio de uma fita métrica, sendo obtido

entdo o valor médio de altura para a parcela.

3.2.3 Analises Estatisticas Via Modelos Mistos

O modelo estatistico adotado para analise dos dados foi tipo misto:

Yijkmn = U+ Gigm) + 1 + bijy + Pm + th + Eijkmn
em que:
Yijkmn € O valor observado do genotipo i, na repeticdo j, dentro do bloco k, e 4 € a
constante inerente a todas as observagoes, que representa a media geral do ensaio. Como
efeitos aleatorios no modelo tem-se: g; /., € 0 efeito do gendtipo i dentro do grupo m, rj € 0
efeito da repeticdo j, by, € o efeito do bloco k dentro da repeticao j, e &;jxmn € 0 efeito dos
erros associados. Da mesma forma, como efeitos fixos do modelo tem-se: p,, que € 0

efeito de grupos, que contém o gendtipo i e tn que é o efeito de Testemunhas n.
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Os efeitos do modelo foram estimados com o pacote Sommer do software R
(Bates et al., 2015; R Core Team, 2016). Os componentes de variancia foram estimados
pelo método REML (restricted maximum likelihood). Isso permitiu obter a melhor
estimativa ndo viesada para os efeitos fixos, ou seja, os eBLUEs (empirical best linear
unbiased estimator) e a melhor predicdo linear ndo viesada para os efeitos aleatorios, 0s
eBLUPs (empirical best linear unbiased predictor). Foi testada a significancia de cada um
dos efeitos dentro do modelo, tanto nas analises individuais, como na analise conjunta,
através da andlise de deviance. A andlise foi realizada desconsiderando cada um dos efeitos
em teste (repeticdo, bloco, gendtipo) e subtraindo a deviance do modelo sem o referido
efeito da deviance do modelo completo. A significancia de cada efeito foi verificada a
partir do teste de razdo de verossimilhanca (LRT), usando a distribui¢do de ¥* a 1% e 5%

de probabilidade, com um grau de liberdade.
3.2.4 Estimativas dos Pardmetros Genéticos
A variancia fenotipica foi estimada por:

/\62
~2 A2
0p = 0y + (7)

A herdabilidade, no sentido amplo ao nivel de médias de progénies, na andlise individual

por ano foi estimada por:

~2
he=_ %
~y , 02
O'g + (H)
E a analise conjunta foi estimada por:
~2
~ 0,
hz = g

~ 672
6¢ + (ﬁ
em que: K1: representa 0 numero de repeticdes no primeiro ano; k2: representa o produto

do namero de repeti¢bes, dos dois anos. Para avaliacdo da precisdo e da qualidade dos

experimentos foram considerados:

- Coeficiente de variagdo experimental (CVe)

__ &2
CV, == x 100
m
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- Acurécia seletiva:

3.2.5 Analises Moleculares

3.2.5.1 Extracao e Quantificacdo do DNA Genbémico

O DNA gendmico total foi obtido pela extragéo realizada a partir da coleta de
folhas jovens de cada gendtipo 2 genitores, 158 RILs avancadas em Bulk, e 158 RILs
avancadas por SSD) utilizando o kit comercial de extracdo Biopur (DNeasy 96 Plant Kit
(Qiagen). As amostras foram quantificadas, diluidas, distribuidas em placas e enviadas
para a empresa Diversity Arrays (Australia), onde foi realizada a anélise DArT-seq.

3.2.5.2 Mapa de Ligacao e Andlise de QTL

O mapa de ligacdo de cada populacdo RILs (SSD e Bulk) foi obtido pelo
programa MapDisto versdo 1.7.7 (Lorieux, 2014), utilizando o LOD > 3 ¢ frequéncia
maxima de recombinacdo 6 = 0,3. As fracGes de recombinacdo foram transformadas em
distancias genéticas (cM) pela funcdo de Kosambi (1943).

A analise de QTL foi realizada pelo software estatistico R utilizando o pacote
R/qtl, considerando os dados de 2.115 marcadores SNPs nas 146 RILs SSD e 2.354
marcadores SNPs e DArTs nas 108 RILs Bulk, juntamente com as médias ajustadas das
RILs(Blups) para os caracteres produtividade gréo e altura de plantas.

O mapeamento de QTL considerado foi 0 mapeamento maltiplo, que permite
identificar mais de um QTL no intervalo considerado e ainda inclui o teste de epestasias
entre QTLs. O valor de LOD considerado foi igual ou maior a trés.

A nomenclatura dos QTLs seguiu as diretrizes descritas por McCouch et
al.(1997).

3.2.5.3 Desequilibrio de ligacéo (DL) e blocos haplotipicos

As estimativas da extensdo de DL foram calculadas pelo método usual (r?)

utilizando o pacote LDcorSV do R (Desrousseaux et al., 2013). Em contrapartida, a Matriz
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de Relacionamento Genético (GRM) foi estimada pelo algoritmo proposto por Yang et al.,
(2010), utilizando o pacote GCTA (Yang et al., 2011). O decaimento DL foi explicado
pelo modelo nao linear (Hill & Weir, 1988) e ajustado para a fungdo “nls” no programa R.
Os blocos haplotipicos foram identificados utilizando o software Haploview
(Barret et al., 2005), com porcentagem minima de genotipagem dos individuos > 75% e R?

>0,8.

3.2.5.4 Andlises de componentes principais (PcA) e Estruturacdo DArWin

Para a analise de PcA foram utilizados 2.115 marcadores para as 146 RILs
SSD, e para as Bulk foram utilizados 2.354 marcadores e 108 RILs, considerando também
o0s dois parentais em ambas populacdes de RILs.

Para a analise DArWin foi considerada a matriz de distancia Dice, que levou
em consideracao todos os individuos (146 RILs SSD e 108 RILs Bulk), juntamente com 0s

marcadores, sendo retirados 50% dos dados de genotipagem faltantes.

3.2.5.5 Anotacéo dos genes

Os SNPs identificados foram estudados quanto ao efeito tedrico devido a sua
posicdo no genoma, utilizando o software SnpEff 4.3 (Cingolani et al., 2012). A
identificacdo de genes candidatos subjacentes aos QTL de interesse foi obtida através de
busca em dois bancos de dados do genoma do arroz (Rice Genome Annotation Project e
Rice FREND) e na literatura existente, visando a procura de regies que estavam dentro ou
perto dos picos dos QTL significativos.

Com a utilizacdo do banco de dados QTARO (http://gtaro.abr.affrc.go.jp/)

foram identificados os QTLs ja referenciados na literatura para a cultura do arroz.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Analise de Deviance e Significancia dos Efeitos do Modelo

Os resultados da analise de deviance para os efeitos de gendtipos dentro dos
grupos (método Bulk, método SSD e Testemunhas) e seus respectivos componentes de

variancia, para o primeiro ano (2017) e segundo ano (2018) de experimento e analise

57


http://qtaro.abr.affrc.go.jp/

conjunta dos dois anos, para os caracteres produtividade de grdos (PG) e altura de plantas
(ALT) estdo descritos na (Tabela 1).

O modelo estatistico adotado mostrou-se adequado pela analise de deviance,
tanto para as andlises individuais, como para a analise conjunta de ambos o0s caracteres
avaliados. Verificou-se pela analise que para o carater PG os efeitos de genoétipos do
primeiro ano (2017), somente o método SSD foi significativo (p<0,05) e,
consequentemente, seu componente de variancia genética, enquanto que o método Bulk e
as Testemunhas ndo apresentaram significancia. Ja para o segundo ano (2018) os trés
grupos de genotipos (método Bulk, método SSD e Testemunhas) foram significativos
(p<0,01) bem como os seus componentes de variancia genética. Para a analise conjunta dos
dois anos, apenas o SSD foi significativo (p<0,01). A analise de deviance evidenciou,
assim, a presenca de variabilidade genética entre as linhagens testadas (Tabela 1).

Para o carater ALT, no primeiro ano, os efeitos foram significativos para Bulk
e SSD (p<0,05 e p<0,01, respectivamente). J& para o segundo ano todos os grupos de RILs
apresentaram efeitos significativos (p<0,05), bem como para a analise conjunta,
significativa a (p<0,05) para todos os grupos. Isto indica uma grande variabilidade genética

para o caréter, refletindo ampla variacéo de alturas para as RILs de cada grupo (Tabela 1).

Tabela 1.Resumo da anélise de deviance para os componentes de varidncia do carater Produtividade de Gréos
(PG) em kg ha* e Altura de Plantas (ALT) em cm, dos grupos de genétipos de RILs Bulk, SSD e
Testemunhas, para 0 1° ano (2017), 2° ano (2018) de experimento e a analise conjunta (dois anos).

Produtividade de Gréo - 1° Ano (2017) Produtividade de Gréo - 2° Ano (2018) Produtividade de Gréo - Anélise Conjunta
LRT p.value o’g LRT p.value o’g LRT p.value o’g
Efeitos
RILs 2.520526 0.1123731"™ 901724.8 39.68001 2.991714e-10" 281726.1 2.375834 0.1232258™ 221473.2
Bulk
RILs 3.923106 0.0476268" 1144089 116.8518 0 697206.8 9.166177 0.002465291" 459966.8
SSD
Test 0.06855229 0.7934564" 603289.2 16.79586 4.162406e-05" 911485 1.252687 0.2630399™ 806471.6
Altura de plantas - 1° Ano (2017) Altura de plantas - 2° Ano (2018) Altura de Plantas - Anélise Conjunta
LRT p.value o’y LRT p.value o’g LRT p.value o’y
Efeitos
RILs 7.253815 0.007075054™ 62.33939 18.98905 1.31471e%" 4351756 194.7631 0" 156.4166
Bulk
RILs 40.12756 2.379092¢ 1% 188.3271 132.7922 0" 195.6609 369.3151 0" 279.8536
SSD
Test 1.092872¢% 0.9999736™ 0 5.174348 0.02292277" 101.3849 3.984716 0.04591484" 81.72965

*Test=Testemunhas; o°g = Variancia Genética; * significativo a 5%; ** significativo a 1% e ™ néo significativo pelo teste LRT.

3.3.2 Estimativa dos Parametros Genéticos e Estatisticos

Os resultados das médias ajustadas pelos BLUESs (efeitos fixos) para o carater
produtividade de gréos, o grupo Bulk se destacou com as maiores médias (4.953,25 kg.ha™;
3.225,59 kg.ha™ e 4.189,42 kg.ha™), respectivamente para o 1° e 2° ano e analise conjunta. O

grupo SSD teve o segundo melhor desempenho produtivo, com médias (4.284,43kg.ha™;
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2.735,15 kg.ha-1 e 3.614,56 kg.ha™) para 1° e 2° ano e analise conjunta. As Testemunhas
apresentaram médias abaixo dos grupos Bulk e SSD, sendo (3.158,01 kg.ha™; 3.369,85
kg.ha™ e 3.456,70 kg.ha™) para 1° e 2° ano e analise conjunta (Tabela 2).

O carater ALT o grupo Bulk apresentou maiores médias para ambos 0s anos
avaliados e analise conjunta, posteriormente o grupo SSD, e em seguida as Testemunhas
(Tabela 2).

Tabela 2."Médias ajustadas (Blue - efeito fixo) dos grupos Bulk, SSD e Testemunhas, para 1° ano
(2017); 2° ano (2018) de experimento e andlise conjunta (dois anos), para 0s caracteres
Produtividade de Gréo (PG) em kg.ha™ e Altura de Plantas (ALT) em cm.

Produtividade de Gréo (PG) Altura de Plantas (ALT)
Grupos 1° Ano (2017)  2° Ano (2018)  Anélise Conjunta 1° Ano (2017)  2° Ano (2018)  Analise Conjunta
Bulk 4.953,25 3.225,59 4.189,42 125,37 121,27 128,48
SSD 4.284,34 2.735,15 3.614,56 114,94 111,59 118,13
“Test 3.158,01 3.369,85 3.456,70 104,26 104,33 108,42

“Test: grupo de Testemunhas. "Médias ajustadas (Blue - efeito fixo) foram Significativas a 5% probabilidade pelo teste F.

O parametro varidncia fenotipica (o°f) para o carater PG apresentou a maior
variacdo dentro do grupo das Testemunhas em ambos 0s anos e andlise conjunta. Para o
primeiro ano o grupo SSD apresentou variagdo maior que Bulk, o que também persistiu no
segundo ano e andlise conjunta. Para ALT o grupo das Testemunhas foi o0 com maior
variacdo no 1° ano, seguindo do grupo SSD e por ultimo Bulk. O segundo ano o grupo
SSD teve a maior variacdo, posteriormente as Testemunhas e Bulk. Na analise conjunta
SSD continuou com maior variacdo, seguido de Bulk e Testemunhas (Tabela 3).

A grande magnitude de (o?g) indica que existe variabilidade genética dentro da
populacdo de RILs avaliadas nos métodos Bulk e SSD e nas Testemunhas. O LRT na
analise de deviance comprova a significancia de o°g nos experimentos de avaliacdo das
RILs (Tabelas 1 e 3). No primeiro ano de experimento para o carater PG, apenas 0 grupo
SSD apresentou o componente de og significativo (p<0,05) na analise LRT, indicando
uma maior variabilidade genética dentro do grupo de 158 RILs de SSD. No segundo ano
de experimento, para o carater PG as RILs dos dois métodos e as Testemunhas foram
significativos pelo teste LRT, porém as Testemunhas apresentam maiores 6°g, seguida de
RILs-SSD e por ultimo, RILs-Bulk. Para a analise conjunta apenas o grupo SSD foi
significativo. Para o carater ALT, no primeiro ano de ensaio, ambos Bulk e SSD
apresentaram efeito significativo de o°g. No segundo ano todos os grupos foram
significativos, assim como para a andlise conjunta (Tabela 3).

Nesse trabalho observou-se que a variancia genética entre as RILs do método
SSD foi maior do que no metodo Bulk para ambos os anos avaliados e analise conjunta do
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carater PG. Coerentemente, também se observou maior h2 em SSD de (0,23; 0,77; 0,29) do
que em Bulk (0,19; 0,57; 0,17) respectivamente para 1° ano e 2° ano e anélise conjunta. A
h2 para o carater ALT também foi maior em SSD (0,57; 0,78; 0,85) para 1° ano e 2° ano, e
analise conjunta quando comparado ao Bulk e as Testemunhas (Tabela 3).

A precisdo experimental tem grande efeito na estimagdo dos parametros
genéticos em geral de uma populacdo. Os coeficientes de variacdo experimental (CVe) do
trabalho indicam que os dois anos de experimento tiveram de boa a moderada precisdo
experimental para ambos os caracteres avaliados (Tabela 3). O CVe do 1° ano de
experimento foi alto (59,46), ja no 2° ano foi dentro do esperado com valor de (21,30). A
acurécia do presente trabalho foi de moderada a alta, para ambos os caracteres avaliados,

sendo os experimentos considerados como de boa precisdo (Tabela 3).

Tabela 3.Parametros Genéticos: variancia fenotipica (c°f); variéncia genotipica (c°g), herdabilidade (h?),

acuracia seletiva (ryg); varidncia ambiental (c%) e coeficiente de variacdo ambiental (CVe); dos
grupos Bulk, SSD e Testemunhas (Test) para 1° ano de experimento (2017), 2° ano de experimento
(2018) e analise conjunta dos dois anos/safras; para os caracteres Produtividade de Grdo (PG) e
Altura de Plantas (ALT).

PRODUTIVIDADE DE GRAO (PG)

1° Ano(2017) 2° Ano (2018) Anélise Conjunta
Parametros Bulk SSD Test Bulk SSD Test Bulk SSD Test
o’f 487.115,6 902.596,3 111.687,4 459.895,33 484.131,75 430.051,77 422.991,1 153.889,18 188.539,66
o%g 901.724,8 1.144.089,0 603.289,2 2.817.261,0 6.972.068,0 911.485,0 2.214.732,0 4.599.668,0 806.471,6
h? 0,19 0,23 0,14 0,57 0,77 0,81 0,17 0,29 0,42
r%q 0,48 0,85 0,49
ce 739.445,7 410.779,0 431.570,0
CVe (%) 59,46 21,30 52,25
ALTURA DE PLANTAS (ALT)
1° Ano (2017) 2° Ano (2018) Anélise Conjunta
Parametros Bulk SSD Test Bulk SSD Test Bulk SSD Test
of 201.607,2 327.595,0 139.267,90 974.892,6 249.632,6 155.356,6 248.828,6 372.265,6 174.141,7
o’y 623.393,9 1.883.271,0 0 435.175,6 1.956.609,0 1.013.849,0 1.564.166,0 2.798.536,0 817.296,5
h? 0,30 0,57 0 0,45 0,78 0,65 0,77 0,85 0,63
Iy 0.73 0.85 0.87

278.535,8
14.09

107.943,4
9.09

184.824,0

CVe (%) 14.09

Teste: REML/BLUP

3.3.3 Valores Genotipicos das Linhagens (RILs) Bulk e SSD
3.3.3.1 Carater Produtividade de Gréo (PG)

Com o método REML foi possivel predizer tanto os componentes de variancia
quanto os valores genotipicos de cada linhagem pelos BLUPs, livres de interacdo
ambiental. A produtividade de grdos é um dos caracteres de maior importancia para o
melhoramento da cultura do arroz, alem de ser um dos mais desafiadores em funcao da sua
maior complexidade.

O método Bulk apresentou uma variacdo de 4.010,80 a 5.815,40 kg.ha™ no

primeiro ano para as 158 linhagens (Figuras 1 e 2). As 158 RILs de SSD tiveram variagdo
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de produtividade de 3.321,80 a 8.096,30 kg.ha™, e mostram a ocorréncia de individuos
transgressivos, que superaram a média dos proprios genitores (Figuras 1 e 3). O grupo
Testemunhas variou de 2.754,30 kg.ha® a 3.643,73 kg.ha™, com o genitor Epagri 108
apresentando produtividade de 3.256,40 kg.ha™ enquanto que o genitor Irat 122 foi a Gnica
parcela perdida no primeiro ano de ensaio (Figura 1).

No 2° ano de avaliagdo, o grupo SSD teve variacdo de 1.089,81 a 4.790,07
kg.ha™’. J& o grupo Bulk variou de 2.277,18 kg.ha™ a 4.304,34 kg.ha™ (Figuras 1, 2 e 3),
enquanto que as Testemunhas variaram de 1.888,69 kg.ha™ a 4.534,5 kg.ha™. O genitor
Epagri 108 teve produtividade de 4.322,35 kg.ha™ e o Irat122 teve 3.313,89 kg.ha™.
Epagril08 foi o Unico genitor que superou algumas das linhagens mais produtivas, tanto do
grupo SSD quanto do Bulk. Porém as maiores produtividades do experimento foram
encontradas nas RILs (Figura 1). No 2° ano houve reducdo da produtividade média das
RILs dos dois grupos quando comparada ao 1° ano (Figuras 2 e 3).

Considerando a anélise conjunta, a produtividade de gréos variou de 2.855,16
kg.ha' a 5.985,11 kg.ha™ para grupo SSD, de 3.706,96 a 4.610,25 kg.ha™ para o grupo
Bulk e de 2.677,21 kg.ha' a 4.304,64 kg.ha™ para as Testemunhas. J& os genitores
apresentaram a produtividade de 3.456,70 kg.ha™ para Epagri 108 e de 3.813,80 kg.ha™
para Irat 122 (Figuras 1, 2 e 3).
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Figura 1. Boxplots para o caréter produtividade de grdo (PG) em kg.ha® para as RILs (BULK, SSD e TESTEMUNHAS) para o0 1° ano
de experimento (safra 2016/2017), para o 2° ano de experimento (safra 2017/2018) e a analise conjunta dos dois anos.
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Figura 2. Histogramas do grupo Bulk para o caréater produtividade de grdo em kg.ha™* no primeiro ano de ensaio (safra 2016/2017): a
linha vermelha indica a curva normal; linha azul indica curva de densidade. Valor genético dos genitores: Epagri 108=
3.256,35 kg.ha?; Irat 122= 0,00 kg.ha™. Segundo ano de ensaio (safra 2017/2018), valor genético dos genitores: Epagri
108=4.322,35 kg.ha*; Irat 122= 3.313,89 kg.ha™*. Analise conjunta (duas safras), valor genético dos genitores: Epagri 108=
3.456,70 kg.ha™; Irat 122= 3.813,79 kg.ha™.
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Figura 3. Histogramas do grupo SSD para o carater produtividade de grdo em kg.ha™ no primeiro ano de ensaio (safra 2016/2017): a
linha vermelha indica a curva normal; linha azul indica curva de densidade. Valor genético dos genitores: Epagri 108=
3.256,35 kg.ha?; Irat 122= 0,00 kg.ha™. Segundo ano de ensaio (safra 2017/2018), valor genético dos genitores: Epagri
108= 4.322,35 kg.ha™; Irat 122= 3.313,89 kg.ha™*. Analise conjunta (duas safras), valor genético dos genitores: Epagri 108=
4.322,35 kg.ha™; Irat 122= 3.313,89 kg.ha™).

3.3.3.2 Caréter Altura de Plantas (ALT)

No 1° ano a altura das plantas variou de 116 cm a 165 cm para as RILs
derivadas de Bulk. Ja as RILs de SSD apresentaram variacdo de 91 cm a 177 cm, enquanto
que as Testemunhas variaram de 100 cm a 104 cm. No 2° ano as RILs derivadas de Bulk
tiveram variagdo de 101 cm a 130 cm, as RILs de SSD variaram de 81 cm a 132 cm, e as
Testemunhas variaram de 96 cm a 117 cm. A analise conjunta das RILs derivadas de Bulk
apresentaram alturas de 104 cm a 143 cm, as RILs de SSD variaram de 82 cm a 142 cm, e

as Testemunhas variaram de 101 cm a 121 cm (Figuras 4, 5 e 6).
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Figura 4. Boxplots para o carater Altura de Plantas (ALT) em centimetros (cm) para RILs (BULK, SSD e Testemunhas) para o 1° ano
de experimento (2017); 2° ano de experimento (2018) e analise conjunta dos dois anos.
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Figura 5. Histogramas dos grupos Bulk para o carater altura de (cm) para primeiro ano de ensaio (safra 2016/2017); segundo ano de
ensaio (safra 2017/2018) e analise conjunta (duas safras). A linha vermelha indica a curva normal; linha azul indica curva
de densidade. O valor genético do genitor (Epagri 108=104 cm); o valor genético do genitor (Irat 122=0). Segundo ano de
ensaio (safra 2017/2018): o valor genético do genitor (Epagri 108= 100 cm); o valor genético do genitor (Irat 122=106 cm).
Andlise conjunta (duas safras) o valor genético do genitor (Epagri 108=108 cm); e o valor genético do genitor (Irat
122=103 cm).
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Figura 6. Histogramas dos grupos SSD para o carater altura de (cm) para primeiro ano de ensaio (safra 2016/2017); segundo ano de
ensaio (safra 2017/2018) e analise conjunta (duas safras). A linha vermelha indica a curva normal; linha azul indica curva
de densidade. O valor genético do genitor (Epagri 108=104 cm); o valor genético do genitor (Irat 122=0). Segundo ano de
ensaio (safra 2017/2018): o valor genético do genitor (Epagri 108= 100 cm); o valor genético do genitor (Irat 122=106 cm).
Anélise conjunta (duas safras) o valor genético do genitor (Epagri 108=108 cm); e o valor genético do genitor (Irat
122=103 cm).
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3.3.4 Identificagédo das RILs com Melhor Desempenho Produtivo

Foram selecionadas as dez linhagens com maior produtividade e as dez com
com menor produtividade dentre as 158 linhagens de cada método, a fim de verificar qual
método originaria as melhores linhagens para o carater nessa amostragem. Foram
utilizados como parametros as RILs superiores ao valor genotipico dos genitores, nimero
de RILs superiores ao melhor genitor e 0 numero de RILs superiores entre as 10 melhores
(mais produtivas) (Tabela 4).

As dez linhagens com maior valor genotipico no grupo Bulk em 2017 foram
superiores ao genitor Epagri 108 = 3.256,35 kg.ha™ (Irat 122 teve as duas parcelas
perdidas), sendo que a melhor linhagem (RIL 93) se destacou com 5.815,43 kg.ha™. O
grupo SSD também apresentou todas as dez linhagens com valores superiores aos valores
genotipicos dos genitores, com destaque para a RIL 592 com produtividade de 8.096,26
kg.ha™. Entretanto, de forma geral, quando comparadas as 10 melhores RILs dos dois
métodos, Bulk apresentou todas as linhagens superiores as linhagens de SSD para o
primeiro ano (Tabela 4).

No experimento de 2018 cinco RILs de Bulk foram superiores ao genitor Irat
122 (3.313,88 kg.ha?), entretanto nenhuma das dez mais produtivas superou o genitor
Epagri 108 (4.322,34 kg.ha™), sendo que a melhor RIL teve produtividade de 4.304,34
kg.ha™.Considerando o grupo SSD em 2018, quatro RILs foram superiores apenas ao
genitor Irat 122, e seis superaram ambos 0s genitores.

Considerando a analise conjunta do grupo Bulk, nenhuma RIL foi coincidente
das dez mais produtivas nos dois anos de experimento,e todas superaram 0s genitores. Ja
para SSD das RILs menos produtivas todas foram inferiores aos genitores, entretanto das
mais produtivas todas superaram os genitores (Tabela 4).

Considerando o carater ALT para o grupo Bulk nos experimentos de 2017 e
2018, todas as RILs apresentaram maiores valores que os proprios genitores. Ja para o
grupo SSD foram identificadas RILs com alturas menores as dos parentais nos dois
experimentos, o0 que é desejavel nos programas de melhoramento, uma vez que, plantas
menores apresentam menor acamamento, e consequentemente menor perda de grdos
durante a colheita (Tabela 5 e Apéndices V). Na analise conjunta do grupo Bulk, as RILs

com menores alturas variaram de 104 a 114 cm, enquanto que as mais altas variaram de
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138 a 149 cm. Ja as RILs SSD estimadas com menor altura variaram de 82 e 98 cm,

enquanto as mais altas variaram de 134 a 210 cm (Tabela 5).

Tabela 4. Valores genotipicos (Blups) das dez RILs de Bulk e SSD
selecionadas como mais produtivas e menos produtivas para o 1° ano (2017),

2° ano (2018) e analise conjunta.

RILs BULK MAIS PRODUTIVAS

1°ano (2017) 2°ano (2018) Anélise Conjunta

RILs PG RILs PG RILs PG
93 5.815,42 132 4.304,34 51 4.610,25
5 5.708,63 61 4.128,45 178 4.591,08
27 5.707,32 58 4.109,26 183 4.565,07
10+ 38 5.618,18 22 4.025,41 15 452251
94 5.609,80 65 4.024,31 73 451173
69 5.589,09 56 3.925,38 76 4.486,00
74 5.558,12 96 3.885,78 52 4.478,59
40 5.515,55 11 3.884,67 250 4.471,52
70 5.512,78 27 3.873,74 186 4.463,54
82 5.481,62 85 3.858,83 158 4.445,97

RILs BULK MENOS PRODUTIVAS

1°ano (2017) 2°ano (2018) Anélise Conjunta

RILs PG RILs PG RILs PG
3 4.116,91 123 2.615,32 77 3.816,09
291 4.110,40 148 2.571,14 117 3.813,35
198 4.107,03 25 2.505,40 168 3.812,86
10 - 164 4.104,72 124 247424 69 3.801,88
68 4.101,79 146 2.430,98 294 3.798,41
115 4.075,62 126 2.419,91 170 3.789,45
293 4.062,74 108 2.418,05 272 3.784,34
76 4.059,28 105 2.401,81 100 3.737,53
97 4.048,02 95 2.368,36 184 3.708,43
21 4.010,75 137 2.277,17 241 3.706,96

RILs SSD MAIS PRODUTIVAS

1°ano (2017) 2°ano (2018) Anélise Conjunta

RILs PG RILs PG RILs PG
592 8.096,26 172 4.790,07 594 5.985,11
502 5.283,16 300 4.738,04 753 4.372,13
508 5.157,77 276 4.383,83 566 4.345,12
10 + 565 5.148,78 306 4.338,72 503 4.274,95
573 4.980,30 260 4.328,77 510 4.255,84
528 4.949,63 233 4.123,70 551 4.224,30
550 4.942,80 293 3.989,69 574 4.168,42
618 4.924,42 171 3.848,34 569 4.160,35
717 4.920,56 231 3.834,03 629 4.126,16
594 4.902,69 178 3.797,58 596 4.099,44

RILs SSD MENOS PRODUTIVAS

1°ano (2017) 2°ano (2018) Anélise Conjunta

RILs PG RILs PG RILs PG
793 3.590,79 192 1.548,18 675 3.134,46
725 3.551,63 183 1.544,35 643 3.133,75
677 3.527,55 182 1.414,17 678 3.100,46
10- 608 3.443.81 290 1.380,26 716 3.096,64
578 3.415,60 313 1.348,89 543 3.091,68
510 3.414,05 266 1.305,94 671 3.051,79
521 3.410,96 230 1.258,19 644 3.036,79
527 3.407,40 316 1.158,27 612 2.982,07
769 3.391,96 315 1.156,44 770 2.965,25
621 3.321,76 244 1.089,81 794 2.855,16
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Tabela 5. Valores genotipicos (Blups) das dez RILs de Bulk SSD selecionadas
como as com maior altura e menor altura (ALT) para o 1° ano (2017), 2° ano
(2018) e analise conjunta.

RILs BULK ALTAS

1°ano (2017) 2°ano (2018) Anélise Conjunta
RILs ALT RILs ALT RILs ALT
136 165,22 219 130,47 141 149,33
219 131,55 94 128,74 221 143,92
64 130,92 145 128,61 65 142,10
10 + 94 130,76 43 128,51 95 142,03
145 130,45 242 127,91 146 141,44
43 130,15 64 127,83 46 140,43
207 130,01 250 127,42 209 140,24
242 129,68 207 127,40 243 139,39
250 129,45 177 127,07 178 138,41
177 129,38 16 126,62 251 138,30
RILs BULK BAIXAS
1°ano (2017) 2°ano (/2018) Anélise Conjunta
RILs ALT RILs ALT RILs ALT
266 119,82 285 113,55 241 114,65
285 119,74 95 112,96 290 114,62
10 - 238 119,68 266 112,90 268 114,57
95 119,35 200 111,54 97 113,38
107 118,85 164 111,34 109 111,98
164 118,08 21 110,43 167 111,72
21 117,52 241 109,53 22 108,42
118 116,63 118 109,17 123 106,32
241 116,19 283 107,89 285 105,05
283 116,06 150 101,14 242 104,74
RILs SSD ALTAS
1°ano (2017) 2°ano (2018) Anélise Conjunta
RILs ALT RILs ALT RILs ALT
542 177,42 522 132,33 543 145,71
511 129,67 511 130,32 513 142,10
655 128,43 655 129,77 656 138,57
10 + 720 128,02 573 129,27 725 138,34
573 127,85 770 128,66 574 137,58
770 126,62 720 128,50 771 136,07
612 126,40 621 128,03 613 135,08
501 126,37 612 127,76 748 134,80
545 125,88 587 127,63 700 134,71
604 125,69 501 127,59 502 134,60
RILs SSD BAIXAS
1°ano (2017) 2°ano (2018) Anélise Conjunta
RILs ALT RILs ALT RILs ALT
762 99,85 692 93,54 694 98,18
624 99,31 742 92,79 749 96,85
652 99,29 514 92,61 607 96,48
10 - 794 93,67 762 92,06 515 96,15
793 91,35 748 91,87 714 95,98
748 100,87 713 91,64 773 95,88
605 100,32 624 91,02 764 95,73
713 100,27 652 91,00 653 94,63
514 100,25 794 90,48 628 94,52
772 100,00 793 81,82 794 82,92

Para os grupos Bulk e SSD, no geral, das 158 RILs, houve correlagOes de baixa
magnitude entre os caracteres produtividade de grdos e altura de plantas, dos anos
avaliados e a analise conjunta (Figura 7). Estes resultados corroboram com os valores

baixos de herdabilidade para os caracteres. A interacdo genotipo X ambiente
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provavelmente, foi um fator de extrema relevancia para ndo ocorrer coincidéncia entre as
RILs dentro dos anos avaliados ambos os carcateres (Tabelas 4 e 5). Para o carater PG, das
RILs mais produtivas, apenas uma coincidéncia foi identificada para Bulk sendo a (RIL
27) no 1° ano e 2° ano, 0 mesmo ocorreu para SSD (RIL 594) no 1° ano e andlise conjunta.
Das menos produtivas ndo houve repetibilidade entre as RILs, entretanto foi observado que
as RILs mais produtivas (RILs 69 e 76) de Bulk também foram as menos produtivas dentre
a selecdo das 10 mais e 10 menos produtivas (Tabela 4), evidenciando forte interacdo do
carater como ambiente.

Para o carater altura de plantas obtivemos maiores nimeros de coincidéncias
de RILs nos anos avaliados, tanto para Bulk como para SSD. Para Bulk, das dez mais altas
nove coincidiram nos anos 1° e 2°. Das mais baixas, oito se repetiram no 1° e 2° ano. Para
SSD também foram encontradas coincidéncias, sendo que sete RILs mais altas no 1° ano
também foram as mais altas no 2° ano, e das mais baixas oito repetiram o desempenho
(Figura 7).
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Figura 7. Estimativas de correlagdo de Pearson (r) a 5% de probabilidade, dos valores genotipicos (BLUPs) de Bulk e SSD para 0s
caracteres Produtividade de Grdos (PROD) e Altura de Plantas (ATL). Apenas os circulos com os valores foram significativos.
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3.3.5 Mapeamento Genético

A genotipagem das 146 RILs do grupo SSD e 108 RILs do grupo Bulk, mais 0s
dois genitores, Irat 122 e Epagri 108, pela plataforma DArTseq, resultou na identificacdo
de marcadores SNPs (codominantes) e DArTs (dominantes). O mapeamento genético,
realizado no programa MapDisto, distribuiu 0s marcadores nos 12 cromossomos de arroz.
O numero de marcadores polimorficos variou entre as populagdes provenientes dos dois
métodos de obtencdo de RILs, em consequéncia de algumas filtragens realizadas (Tabelas
6 e 7). Os marcadores ndo distorcidos pelo teste de x2, que se ajustaram a segregacao
esperada em F7, de 1:1, resultaram no total de 2.115 marcadores SNPs para RILs SSD. J&
para as RILs Bulk foram considerados marcadores SNPs e DArTs. O acréscimo dos
marcadores DArT para o Grupo Bulk foi justamente com o intuito de aumentar a densidade
de marcas nos cromossomos, a fim de obter nimeros aproximados de marcadores entre as
RILs Bulk e SSD. Desse modo foram identificados 1.272 DArT e 1.082 SNPs, totalizando
2.354 marcadores para Bulk (Tabela 6).

Tabela 6. Filtragens utilizadas para obtenc¢do do conjunto de marcadores finais para as analises.
Marcadores SNPs RILs Marcadores SNPs e

SSD DArTs RILs Bulk
NUmero de marcadores iniciais 11.279 35.976
Filtrol: eliminacdo de marcadores em duplicata 4914 5.482
Filtro 2: eliminacéo de marcadores monomdrficos; 768 28.139
dados faltantes; locos em heterozigozidade e locos
distorcidos
Total de marcadores ap6s as filtragens 1 e 2 5.597 2.354
Filtro 3: Selegdo de marcadores a cada 50.000 pb por 2.115 -
cromossomos para RILs SSD
Total final de marcadores considerados para as analises 2.115 2.354

Tabela 7: Descrigdo de marcadores distribuidos nos grupos de ligagdo nas RILs SSD e Bulk.

Marcadores SNPs RILs SSD Marcadores SNPs e DArTs RILs BULK

Grupos Total de Distancia Distancia Grupos Total de Total de Distancia  Distancia
de Marcadores Total Total (cM) de Marcadores Marcadores Total ~ Total

Ligacéo (Mbp) Ligacéo DArTs SNPs (Mbp) (cM)
1 135 43 203 1 173 105 42 203
2 68 34 169 2 97 94 34 169
3 40 35 190 3 47 59 35 189
4 274 34 130 4 137 107 34 130
5 63 27 120 5 83 81 27 120
6 249 27 114 6 99 112 29 126
7 327 29 155 7 59 75 29 155
8 309 27 115 8 108 98 28 117
9 229 22 92 9 69 98 22 92
10 286 23 92 10 82 73 20 75
11 73 28 93 11 174 98 28 94
12 62 27 99 12 144 82 27 100

Total 2.115 356 1.572 Total 1.272 1.082 355 1.570
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3.3.6 Desequilibrio de Ligacao

O padréo de decaimento do desequilibrio de ligacdo (DL) foi estimado com
relacdo a distancia entre os marcadores para cada cromossomo, considerando as 158 RILs
de cada método separadamente (Figura 8).

Considerando todos os marcadores, a distribuicdo do r? mostrou decaimento
com o aumento da distancia fisica entre os marcadores, apresentando alto DL tanto para as
RILs SSD quanto para as RILs Bulk. Em meédia o DL ndo decaiu rapidamente com o
aumento da distancia fisica dos marcadores para as RILs SSD, sendo o ponto médio de
decaimento de 11,58 Mb, ja para Bulk o decaimento foi mais rapido, com 0,84 Mb.
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Figura 8: Padrdo da curva de decaimento do DL com relagdo a distancia entre os marcadores em todos 0S cromossomos.
(A) RILs SSD, marcadores SNPs e (B) RILs Bulk, marcadores SNPs e DArTSs. Linha azul refere-se ao
decaimento; linha verde é o ponto de inflexdo (ponto médio) e a linha vermelha é a estatistica r2.

3.3.7 Analise de QTLs das RILs SSD e Bulk

A andlise de QTL, por mapeamento mdltiplo, identificou sete QTLs (LOD
minimo de 3,0), sendo quatro QTLs identificados para as RILs SSD e trés QTLs para RILs
Bulk. Nas RILs SSD trés QTLs estavam envolvidos na produtividade de grdos e um na
altura de planta. Ja para as RILs Bulk os QTLs foram identificados apenas para
produtividade de gréos.

Na anélise de QTL por mapeamento multiplo foram identificados sete QTLs,
utilizando LOD minimo de 3,0, sendo quatro QTLs identificados para as RILs SSD (3 para
a produtividade e um para altura) e trés QTLs para RILs Bulk todos para produtividade de
gréos.
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Considerando as RILs SSD, dois QTLs para PG foram encontrados para o
segundo ano de avaliagéo, localizados nos cromossomos 6 e 9 (qGYLD6.1 e qGYLD?9),
com valores da variacdo fenotipica explicada de 23,56% e 7,45%, respectivamente, e um
QTL foi identificado na andlise conjunta, também localizado no cromossomo 6
(gGYLD6.2) com a variacao fenotipica explicada de 9,45%. Para o caraterALT, apenas um
QTL foi identificado, no cromossomo 1 (QPTHT1) com a variacdo fenotipica de 14,01%
(Tabela 8 e Figura 9).

Considerando as RILs Bulk, dois QTLs foram localizados nos cromossomos 6 e 9
(QGYLD6 e qGYLD9) no segundo ano, tendo variacdo fenotipica de 21,65% e 3,71%,
respectivamente. Na analise conjunta, um QTL foi identificado no cromossomo 7
(gGYLD7) com variacdo fenotipica de 12,90% (Tabela 8 e Figura 10).

Chrt Chr2 Chrd Chr4 chrs Chrs
09 SNP_1_205481 SNP_2_8458 09—y~ SNP_2 205734 a1 SNP_4_724782 5% SNP.5 44588 0% SNP.8 210498
525 qGYLDE1
744 qGYLD6.2
141 SNP_6 276368754
1308 SNP_4_ 24859412 1204 SNP_5_27822285
170.7 qPTHT1 SNP_2 24817438
190 8 —0— SNP_3 35918017
2039 SNF_1_s2158843
Chr7 Chrg Chr9 Chr10 Chr11 Chr2
< SNP_7_408205 02 SNP_8_105280 SNP_9_411834 SNP_10_48457 07 SNP_11_t145e42 0.0 SNP_12_4288
91 s qGYLDS
= SNP_§ 22928474 920 SNP_10_22077872 940 SNP_11_28732977
®we SNP_12 27274648

188 SNP_8_27919188

SNP_7_20679298

Figura 9. Localizacdo dos QTLs nas RILs SSD para o carater produtividade de grdo (destacados em azul, verde e rosa) e
Altura de Plantas (destacado em vermelho) no mapa genético.
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Chr Chr2

1.2 Dart_1_408124 25 SNP_2_574712

1895

2033 Dart_1_42918090

Chr7 Chrg

54 Dart_7_570197 0.1 —f=— SNP_8_88844

T ITTTTTT

I 10T T

1508 qGYLD7
1656 —- Dart_7_29845788

SNP_2_34740798

172 j" SNP_8_282%0812

Chr3 Chrd4
03— Dart_3_89687 02 Dart_4_£9458
-
M 1208 SNP_4_34380
1941 Dart_3 26204039
Chr9 Chr10
0.8 —fa— Dart_9_266507 37 Dart_10_780408
3281 qGYLD9
%7 SNP_10_20165560

924 E- SNP_9_ 2825474

1204

Chrs

07 SNP_5 147878

Dart_5_27824291

Chr11

0.8~ Dart_11_141407

3¢ 2— 8 Dt 1128945281

Chré
01 Dart & 19551
53 qGYLD6
1288 SNP_8_ 29165244
Chr12
00 —{5— SNP_12_40888
1009 SNP_12_ 27504891

Figura 10. Localizacdo dos QTLs nas RILs Bulk para o carater produtividade de grdo (destacados em azul e verde) no

mapa genético.
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Tabela 8. QTLs identificados nas RILs SSD e Bulk para o primeiro ano (2017), segundo ano (2018) e analise conjunta (dois anos).

Anos QTL Intervalo Marcador Distancia (cM) Bloco (DL) Posicdo Marcador LOD % Variacéo ADD ALELO FAV. Troca de
(cM) Significativo Fenotipica Alelo
RILs SSD
PG 2°no qGYLDS6. SNP_6_7843142 a 46 a 55 SNP_6_9563117 a 53 SNP_6_9538767 9,38 23,56 389,51 EPAGRI 108 CcIT
1 SNP_6_11219760 SNP_6_9114303
(329 Kb)
PG 2%no qGYLD9 SNP_9_15081610 a 46292 SNP_9_22489199 a 91,7 SNP_9_22544728 3,27 7,45 205,76 EPAGRI 108 AIG
SNP_9_22925474 SNP_9 22925474
(436 Kb)
PG Conj qGYLDé. SNP_6_17061727 a 68290 SNP_6_17931455 a 74 SNP_6_17931455 3,14 9,45 132,43 EPAGRI 108 GIA
2 SNP_6_22527564 SNP_6_25390861
(100 Kb)
ALT 1°%no gPTHT1 SNP_1 38310141 a 169.8991 a SNP_1_38700162 a 170 SNP_1_38700162 14,01 35,72 -6,01 IRAT 122 CIA
SNP_1_38700162 170.7682 SNP_1_38710502
(0 Kb)
RILs BULK
PG 2°%no qGYLD6 Dart_6_1855213 a 5.08a7.43 Dart_6_18552013 a 5,33 Dart_6_1901482 6,61 21,65 199,55 EPAGRI 108 (DART)
Dart_6_2172757 Dart_6_1901482
(46 Kb)
PG 2°no qGYLD9 c9.loc31 a 31.77 a92.37 SNP_9_12730461 a 32,77 SNP_9_12730961 3,71 11,39 144,26 EPAGRI 108 CIT
SNP_9_22925474 SNP_9 12730961
(0 Kb)
PG Conj qGYLD7 Dart_7_1138309 a 10.74 a 155.56 Dart_7_28888504 150 Dart_7_28888504 3,23 12,90 - 70,15 IRAT 122 (DART)
Dart_7_29645766 (49 Kb)

Chr = cromossomos; Posi¢do (cM) = Posi¢do do QTL no mapa genético em cM; Bloco (DL) = Bloco em desequilibrio de ligacdo; ADD= Efeito Aditivo; Porcentagem da variancia fenotipica explicada

pelo QTL; ALELO FAV. = alelo favoravel vindo do genitor EPAGRI 108 ou IRAT 122.
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Foram obtidos gréaficos boxplot a partir dos valores genéticos (Blups) para PG
das dez RILs mais produtivas e dez menos produtivas do grupo SSD, considerando os
marcadores mais proximos que flanqueiam os QTLs qGYLD®6.1, qGYLD9 e qGYLD6.2.
Observou-se que todos os alelos favoraveis foram provenientes do parental Epagri 108
(cultivar brasileira da subespécie japonica). Considerando o carater ALT, para o QTL
(QPTHTL), os alelos das RILs com menor altura foram provenientes do parental Irat 122
(Figuras 11 e 12). Considerando as RILs Bulk, os QTLs qGYLD9 e qGYLD6 também
apresentaram alelos favoraveis advindos do genitor Epagri 108, que elevaram a
produtividade no segundo ano do experimento, enquanto que na analise conjunta, 0 QTL
(QGYLD7) apresentou alelo do genitor Irat 122, o qual reduziu a produtividade. Tais
resultados sdo mostrados nos graficos boxplot dos efeitos dos alelos na produtividade de
grdos, evidenciando que das dez RILs mais produtivas o alelo favoravel foi oriundo do
genitor Epagri 108, ja para o carater ALT o alelo do genitor Irat 122 foi o que predominou
(Figuras 13 e 14).

SNP_6_9538767 SNP_9_22544728
p-value = 6.741x10-08* . p-value ‘z 0.0008449*
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Figura 11. Gréfico boxplot dos efeitos genotipicos (Blups) das RILs SSD, para o carater Produtividade de grdos (das dez
RILs mais produtivas e dez RILs menos produtivas), e para o carater altura de plantas (dez RILs mais altas e

dez mais baixas). Alelos (A) referem-se ao genitor Irat 122 e alelo (B) genitor Epagri 108. Significancia pelo
Teste-Welch.
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Efeito dos Alelos na Produtividade
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Figura 12. Grafico boxplot dos efeitos genotipicos das 146 RILs SSD, para o carater produtividade de gréos, e para
altura de plantas. Gréafico (A): corresponde 52 RILs com SNP (CC) do genitor Irat 122, e 81 com (TT) do
genitor Epagri 108, para o marcador SNP_6_9538767. Grafico (B): 75 RILs com SNP (AA) do Epagri 108, e
53 (GG) do Irat 122, marcador SNP_9_22544728. Gréfico (C): 76 RILs com SNP (AA) do Epagri 108, e 57
(GG) do Irat 122. Gréafico (D): 57 RILs com SNP (AA) do genitor Irat 122, e 76 (CC) do Epagri 108.
Significancia pelo Teste-Welch.
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Figura 13. Gréafico boxplot dos efeitos genotipicos (Blups) das RILs Bulk, para o carater Produtividade de grdos (dez
RILs mais produtivas e dez RILs menos produtivas). Alelos (A) referem-se ao genitor Irat 122 e alelo (B)
genitor Epagri 108. Significancia pelo Teste-Welch’s.
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Figura 14. Grafico boxplot dos efeitos genotipicos das 108 RILs Bulk, para o carater produtividade de grdos. Grafico
(A): corresponde 55 RILs com marcador DArT (0 = auséncia) do genitor Irat 122, e 45 com marcador
(1=presenca) do genitor Epagri 108, para o0 marcador Dart_6_1901482. Gréfico (B): 43 RILs com SNP (CC)
do Irat 122, e 50 (TT) do Epagri 108, marcador SNP_9 122730961. Grafico (C): 49 RILs com marcador Dart
(O=auséncia) genitor Epagri 108, e 47 (1=presenca) genitor Irat 122. Significancia pelo Teste-Welch’s.

3.3.8 Anélise de Componentes Principais (PcA) e DArWin

Considerando todos os marcadores para as RILs SSD e Bulk, a analise de
componentes principais revelou que o primeiro componente principal (PC1) juntamente
com o segundo componentes (PC2) foram capazes de explicar a variacdo total dos
caracteres PG e ALT, isto para ambas as RILs (Figuras 15 e 16). Os PcAs ndo
apresentaram uma clara divisdo das RILs, ou seja, elas ndo se agruparam em torno de um
ou outro genitor tanto para Bulk quanto SSD. Isso indica que ndo houve uma
predominancia do background genético especifico para um ou outro genitor nas linhagens
avancadas. Esse resultado também é coerente com o observado na estruturacdo observada

no dendrograma DarWin (Figura 17).
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Figura 15. PcAs dos 2.115 marcadores SNPs das 146 RILs SSD (ponto em preto) e os parentais Epagri 108 (ponto em
verde) e Irat 122 (ponto em vermelho).
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Figura 16. PcAs dos 2.354 marcadores SNPs e DArTs das 108 RILs Bulk (ponto em preto) e os parentais Epagri 108
(ponto em verde) e Irat 122 (ponto em vermelho).
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marcadores. (B) Dendrograma DArWin das 108 RILs Bulk e os parentais Epagri 108 e Irat 122, com total de
2.354 marcadores.
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3.3.9 Anotacdo Putativa dos Genes de Blocos Haplotipicos

A anotacdo funcional de genes presentes nos blocos haplotipicos de QTLS
significativamente associados aos caracteres foi baseada em termos GO, depositados no
banco de dados do RGAP (Rice Genome Annotation Project).

Para as RILs SSD, considerando o carater PG, o pico do QTL foi identificado
pelo SNP_6 9538767 (no experimento de 2018), localizado no cromossomo 6, esta dentro
de um bloco haplotipico de 329 Kb que contém 47 genes, e estd em uma regiao intergénica
dos (LOC_0s06g16590 e LOC_0s06g16600). Considerando os dados para a analise
conjunta, 0 marcador SNP_6_17931455 estd em um bloco de 100 kb com 10 genes, porém
ndo esta posicionado dentro de gene (Apéndice ). Outro QTL relacionado a produtividade
foi identificado no cromossomo 9, este QTL teve como pico de significancia o marcador
Dart 9 22544728, que foi localizado no gene LOC_0s09g39240, estd em um bloco
haplotipico com extenséo de 436 kb.

Considerando o carater ALT, foi identificado um QTL no cromossomo 1,
com pico de significAncia no marcador o SNP_1 38700162, localizado no gene
LOC_0s01g66630. Esse QTL foi localizado em um bloco de 175 Kb com 25 genes
(Apéndice I).

Para as RILs Bulk, para o carater PG o pico de significancia foi no
Dart 6 1901782 no cromossomo 6, este marcador estd localizado na regidodo
LOC _0s06g04450 dentro de um bloco de 46 Kb. Outro QLT foi identificado, no
cromossomo 7, e o pico de significancia significativo foi n o Dart_7_ 28888504, porém nédo
esta localizado em um gene. J& para o cromossomo 9, o marcador SNP_9 12730961 esta
posicionado no gene LOC_0s09921110 (Apéndice I1).

A anélise de Gene Ontology (GO) revelou os genes dos blocos haplotipicos
associados a processos bioldgicos, por exemplo, genes associados a respostas a estimulos
abioticos; funcdo molecular, como atividade de quinases; e componentes celulares,

membrana e nicleo (Figuras 18 e 19).
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Figura 18. Classificacdo funcional de dentro do bloco haplotipico com pico de QTL significativo, anotados com os
termos GO que incluem nimero de genes relacionados aos atributos de componente celular, fungdo molecular
e processo biolégico, para os caracteres produtividade de grdos e altura de plantas. (A): no cromossomo 1
considerando os 25 SNPs dentro do blocos haplotipico para o segundo ano de avaliagdo das RILs SSD. (B):
no cromossomo 6 considerando 32 SNPs dentro do bloco com o pico de QTL significativo para o segundo
ano de avaliagdo das RILs SSD. (C): no cromossomo 6 considerando 10 SNPs do bloco com pico de QTL
significativo para a analise conjunta das RILs SSD. (D): no cromossomo 9 considerando 73 SNPs bloco com

pico de QTL significativo para o segundo ano de avaliagdo das RILs SSD.
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Figura 19. Classificacdo funcional de dentro do bloco haplotipico com pico de QTL significativo, anotados com os
termos GO que incluem nimero de genes relacionados aos atributos de componente celular, fungdo molecular
e processo biolégico, para os caracteres produtividade de gréos. (A): no cromossomo 6 considerando os 11
marcadoresdentro do blocos haplotipico para o segundo ano de avaliagdo das RILs Bulk. (B): no cromossomo
7 considerando 7 marcaadores dentro do bloco com o pico de QTL significativo para o segundo ano de
avaliagdo das RILs Bulk. (C): no cromossomo 9 considerando 2 marcaores do bloco com pico de QTL

significativo para a analise conjunta das RILs Bulk.

Adicionalmente, foi realizada uma busca na base de dados do QTARO
(http://qgtaro.abr.affrc.go.jp/) para identificar QTLs ja descritos na literatura para os
mesmos cromossomos nos quais identificamos QTLs nesse trabalho, e baseados também

nos mesmos intervalos dos blocos haplotipicos que foram identificados (Tabela 9).
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Tabela 9. QTLs identificados na base de dados QTARO, para o intervalo dos blocos haplotipicos
contendo os QTL significativos.

QTLS CHR Carater Referéncias
ydl 1 Produc&o por plantas Hua, J.P., Xing, Y.Z., Xu, C.G., Sun, X.L., Yu, S.B., and Zhang, Q. (2002).
NUmero total de espiguetas/  Lin, H.X., Qian, H.R., Zhuang, J.Y., Lu, J., Min, S.K., Xiong, Z.M., Huang,
tns6, sdb, 6 panicula; densidade de N., and Zheng, K.L. (1996).
qGY6-le espiguetas (nimero de Cui, K.H., Peng, S.B., Xing, Y.Z., Yu, S.B., Xu, C.G,, and Zhang, Q.
gw-6 espiguetas por panicula); (2003).

rendimento de gréos (t/ ha);  Lu, C., Shen, L., Tan, Z,, Xu, Y., He, P., Chen, Y., and Zhu, L. (1996).
peso de 1000 gréos

yldp 9.1 9 Produc&o por planta Marri, P.R., Sarla, N., Reddy, L.V., and Siddig, E.A. (2005).
ngl; sfl 1 NUmero de gréos/planta; Lin, H.X., Qian, H.R., Zhuang, J.Y., Lu, J., Min, S.K., Xiong, Z.M., Huang,
Fertilidade das espiguetas N., and Zheng, K.L. (1996).
yldp9.le 9 Produc&o por planta; Marri, P.R., Sarla, N., Reddy, L.V., and Siddig, E.A. (2005).
gy9 Rendimento de gréos Cho, Y.1.,, Jiang, W., Chin, J.H., Piao, Z., Cho, Y.G., McCouch, S.,

and Koh, H.J. (2007).

Através da andlise de impacto do SNP, considerando 2.115 marcadores SNPs
para as RILs SSD, quatro deles foram os picos de significancia para a identificacdo dos
QTLs e estdos dentro de blocos haplotipicos. Com relacéo ao impacto, foram identificados
0,46% de variantes com alto impacto, 2,07% com baixo impacto, 1,27% com impacto
moderado e 96,19% com impacto modificador (Tabela 10).

Considerando a variante de alto impacto (variantes que tém impacto disruptivo
na proteina, com a perda da funcdo), uma variante esta relacionada com cédon de parada
prematura (variante do SNP_1 38700162 do gene LOC_0s01g66630). Além disso, foram
localizadas variantes de impacto com efeito modificador (variante SNP_9 22544728 do
gene LOC_0s099g39240), e variantes de regido intergénica (variante do SNP_6 9538767 e
do SNP_6_17931455).

A andlise de impacto do SNPpara as RILs Bulk, foi realizada com 2.354
marcadores, dos quais trés SNPs identificaram os picos de QTLs. Foram identificados
0,43% de variantes de alto impacto, 2,46% de variantes de baixo impacto, 1,33% de
variantes de impacto moderado, e 95,76% de impacto modificador (Tabela 11).

As variantes de impacto modificador (geralmente variantes ndo codantes ou
variantes que afetam genes ndo codificadores, em que as previsdes sdo dificeis ou ndo ha
evidéncia de impacto), estiveram relacionadas a variante 3°UTR (variantes dos marcadores
Dart 6 1901482 do gene LOC _0s06904450, e do SNP_9 12730961 do gene
LOC _0s09g21110), e para a variante upstream do gene (variante do marcador
Dart_7_28888504 localizado fora do gene).
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Tabela 10. Classificacdo e nimero de efeitos dos 2.115 SNPs identificados pela genotipagem DArT-seq das

RILs SSD.

RILs Efeitos Tipo de Efeitos Contagem Percentual (%)

Downstream 3.222 37,06

Exon 291 3,34

Intergénico 1.370 15,76

intron 449 5,16

Regido Splice_Site_Acceptor 31 0,35

Splice_Site_Donor 1 0,01

Splice_Site_Region 31 0,35

Upstream 3.089 35,53

3’UTR 138 1,58

5’UTR 70 0,80

Alto 40 0,46

Impacto Baixo 180 2,07

SSD Moderado 111 1,27

Modificador 8.361 96,19

Variante 3°’UTR 138 1,57

Variante 5’UTR prematura 20 0,22

Variante 5°UTR 50 0,57

Variante downstream do gene 3.222 36,79

Regifo intergénica 1.370 15,64

Variante intron 505 5,76

Tipo missense_variant 111 1,26

Variante ndo codificante 43 0,49

splice_acceptor_variant 31 0,35

splice_donor_variant 1 0,01

splice_region_variant 36 0,41

Cabdon de parada 8 0,09

Variante sinbnima 133 1,51

Variante upstream do gene 3.089 35,27

Tabela 11. Classificagdo e nimero de efeitos dos 2.354 marcadores identificados pela genotipagem DArT-

seq das RILs Bulk.

RILs Efeitos Tipo de Efeitos Contagem Percentual (%)
Downstream 3.592 37,10
Exon 339 3,50
Intergénico 1.515 15,65
intron 470 485
Regido Splice_Site_Acceptor 35 0,36
Splice_Site_Donor 1 0,01
Splice_Site_Region 37 0,38
Upstream 3.449 35,63
UTR_3 142 1,46
UTR 5 100 1,03
Alto 42 0,43
Impacto Baixo 239 2,46
Moderado 129 1,33
Bulk Modificador 9.270 95,76
Variante 3°’UTR 142 1,45
Variante 5’UTR prematura 29 0,29
Variante 5°’UTR 71 0,72
Variante downstream do gene 3.592 36,83
Regiéo intergénica 1,515 15,53
Variante intron 536 5,49
Tipo missense_variant 129 1,32
Variante ndo codificante 32 0,32
splice_acceptor_variant 35 0,35
splice_donor_variant 1 0,01
splice_region_variant 41 0,42
Cabdon de parada 6 0,06
Variante sindbnima 174 1,78
Variante upstream do gene 3.449 35,36
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3.4 DISCUSSAO
3.4.1 Dados Fenotipicos

Normalmente em um programa de melhoramento genético os cruzamentos sao
realizados entre genitores com fendtipos favoraveis para caracteristicas complementares
entre si, com o objetivo de gerar populacbes segregantes com variabilidade genética
suficiente para realizacdo de selecbes de linhagens superiores para 0s caracteres de
interesse. E indispensavel o conhecimento do componente da capacidade combinatoria,
para a escolha de genitores geneticamente divergentes envolvidos em esquemas de
cruzamentos nos programas de melhoramento, sobretudo quando se deseja identificar
hibridos promissores e/ou desenvolver linhagens superiores a partir deles (Marchesan,
2008).

O cruzamento Epagri 108 x Irat 122 foi escolhido por possuir plantas com
maior produtividade média, os genitores deterem alta capacidade combinatéria e ser um
cruzamento inter-subespecifico, envolvendo uma cultivar indica (Epagri 108) e uma
cultivar japonica (Irat 122), além de ter sido conduzido por dois método de melhoramento
populacional (Bulk e SSD), derivando RILs Bulk e RILs SSD (Ramos et al., 2019,
Apéndice VII).

O grupo de RILs Bulk se destacou com as maiores médias (4.953,25 kg.ha™;
3.225,59 kg.ha™ e 4.189,42 kg.ha™) para o caréter PG, respectivamente para 0 1° e 2° ano e
analise conjunta. O grupo de RILs SSD teve o segundo melhor desempenho produtivo,
com médias (4.284,43kg.ha™; 2.735,15 kg.ha' e 3.614,56 kg.ha™) para 1° e 2° ano e
analise conjunta. As Testemunhas apresentaram médias abaixo dos grupos Bulk e SSD,
sendo (3.158,01 kg.ha'; 3.369,85 kg.ha™ e 3.456,70 kg.ha) para 1° e 2° ano e anélise
conjunta. Para o carater ALT o grupo Bulk apresentou maiores médias, seguido por SSD e
as Testemunhas (Tabela 2).

Esses resultados refletiram a alta e significativa capacidade combinatoria dos
genitores previamente observada por Ramos et al. (2019). Segundo Bernardo et al. (2010)
sdo preferiveis genitores com maiores efeitos de capacidade de combinagdo para
constituirem as novas populagdes, favorecendo a selecdo de linhagens homozigoticas, em
plantas autdgamas. A capacidade de combinacao reflete o efeito de aditividade dos genes e
tem importancia fundamental em predizer as trocas alélicas na média da populacdo. Os

resultados também podem ser explicados devido a forma de conducdo da populacéo
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segregante, ja que em geracdes iniciais (exemplo de geragdes F», F3, F4), apenas as plantas
mais produtivas e competitivas que superaram a selecdo realizada pelo ambiente (natural)
conseguiram se destacar (Ramalho et al., 2012). Resultado semelhante foi encontrado por
Kambar et al. (2011), também na cultura do arroz, onde o método Bulk foi superior ao
método pedigree e SSD na obtencdo de linhagens com maior produtividade média de
grdos, e também para a cultura do feijoeiro, (Silva et al., 2009). Isso indica que as plantas
mais produtivas deixaram o0 maior numero de sementes e a cada geracdo de avanco da
populacéo essas plantas tiveram maior representatividade.

Para o método Bulk, os resultados indicam que toda a diversidade atil das
linhagens foi liberada, pois ndo houve processo de selecdo durante a conducdo da
populacdo para a obtencéo das linhagens (F:). A atuacéo da selecdo natural ocorreu como
um fator que favoreceu a média do carater produtividade de grdo no método Bulk, o que
ndo ocorre no método SSD. Esse resultado também foi obtido por Fahim et al. (1998),
onde o0 método SSD proporcionou as piores médias de produtividade em progénies de
arroz. Silva et al. (2013) também encontraram maiores médias no método Bulk quando
comparado com SSD e Bulk dentro de F, para os caracteres de produtividade de gréos e
teores de fibra bruta no feijoeiro comum. Entretanto, para o feijoeiro (Raposso et al., 2000)
e para a soja (Funada et al., 2013), o método SSD foi mais eficiente em obter linhagens
mais produtivas.

Trabalhos anteriores realizados por Wiebe (1942) com cevada e Allard (1991)
com feijdo, citado por Ramalho et al. (2012), verificaram a eficacia do método Bulk e a
eficiéncia da selecdo natural quando utilizaram mistura de linhas puras. Entretanto, o que
interessava era o efeito da selecdo natural em uma populacdo segregante, pois era o fator
predominante do método. Os autores indicam que a selecdo natural atuava
preferencialmente sobre individuos com maior estabilidade de producéo, isto €, aqueles
individuos que apresentavam a mesma produtividade tanto em condi¢des favoraveis quanto
em condicGes menos favoraveis (Ramalho et al., 2012). No presente trabalho, ocorreu a
competicdo entre as plantas, independente do método, contudo, para Bulk as plantas dentro
das parcelas ainda segregavam, principalmente para o carater altura, ocorrendo plantas
altas e baixas dentro da mesma parcela, assim como a presenca e auséncia de aristas.
Nessas condicdes, as plantas mais altas sdo favorecidas quando em competicdo por espaco
e disseminacdo do grdo de polén. Assim, as geracOes segregantes conduzidas pelo método

Bulk s&o submetidas a uma pressdo da sele¢do natural. A adaptabilidade dos individuos
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relaciona-se com a habilidade de sobrevivéncia de cada gendtipo, e esta depende do
nimero de descendentes que cada individuo deixa para a geracdo seguinte, o que
provavelmente ocorreu com as RILs Bulk. A capacidade de sobrevivéncia em competicao
deve estar correlacionada positivamente com a adaptabilidade e produtividade. O ambiente
deve ser escolhido de forma criteriosa para que esta correlagdo seja maximizada, isto é,
aquele em que a selecdo natural favoreca os individuos desejaveis (Ramalho et al., 2012;
Borém, 2009).

Os coeficientes de variacdo experimental do trabalho indicam que os dois anos
de avaliagéo tiveram de boa a moderada preciséo experimental para ambos os caracteres
avaliados (Tabela 3). A acuracia foi de moderada a alta. Resende & Duarte (2007)
recomendam o uso da acuracia seletiva na avaliacdo da precisdo experimental, j& que o
CVe nédo contempla toda a informacdo genética. A acuracia seletiva consiste na correlacao
entre o valor genotipico verdadeiro do geno6tipo e aquele estimado ou predito a partir das
informagdes dos experimentos.

Nesse trabalho observou-se a maior variancia genética nas RILs SSD do que
nas RILs Bulk (Tabela 3). No primeiro ano de experimento para o carater PG, apenas o
grupo SSD apresentou a o2g significativa (p<0,05) na analise LRT, indicando uma grande
variabilidade genética dentro das 158 RILs de SSD. Uma explicacdo para o Bulk néo ter
apresentado significancia, pode ser devido linhagens serem geneticamente muito proximas,
e terem uma variacdo genética pequena entre si, quando comparado as linhagens SSD, este
fato também é explicado pela prépria estrutura do método de conducéo das linhagens Bulk,
ja que alguns individuos podem ter deixado o maior nimero de descendentes devido a
maior capacidade de producdo de polén ou a maior altura, e pela interferéncia ambiental no
ano de avaliacdo experimental.

No segundo ano de experimento, as RILs dos dois grupos e as Testemunhas
foram significativas pelo teste LRT para PG, porém as Testemunhas apresentam maiores
estimativas de o%g seguida de RILs SSD e por altimo, RILs Bulk. Para a analise conjunta
apenas o grupo SSD foi significativo. O carater ALT, no primeiro ano de ensaio, Bulk e
SSD apresentaram o efeito significativo de o?g. No segundo ano todos os grupos foram
significativos, assim como para a analise conjunta. A grande magnitude de o?g infere que
existe variabilidade genética dentro da populacdo de RILs avaliadas nos métodos Bulk e
SSD e nas Testemunhas. O teste LRT na anélise de deviance comprova a significancia de

629 nos anos dos ensaios nas RILs avaliadas nos experimentos (Tabelas 1 e 3). Resultados
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semelhantes foram encontrados por Miladinovic et al. (2011), Raposo et al. (2000) Fahim
et al. (1998), com maiores valores para de variancia genética e herdabilidade para o
método SSD quando comparado ao método Bulk.

O parimetro variancia fenotipica (o°f) para o carater PG apresentou a maior
variacdo dentro do grupo das Testemunhas em ambos 0s anos e na andlise conjunta. Para o
primeiro ano o grupo SSD apresentou variagdo maior que Bulk, o que também persistiu no
segundo ano e analise conjunta. Para o carater ALT o grupo das Testemunhas apresentou
maior variacdo no 1° ano, seguido do grupo SSD e por ultimo Bulk. No segundo ano o
grupo SSD teve a maior variacdo, posteriormente as Testemunhas e Bulk. Na analise
conjunta o SSD continuou com maior variacao, seguido de Bulk e Testemunhas.

A herdabilidade pode ser definida como a proporc¢édo herdavel da variabilidade
total, ou seja, a razdo entre variancia genotipica e variancia fenotipica (Falconer, 1987).
Seu papel preditivo do valor genético por meio do valor fenotipico é muito relevante, pois
somente o valor fenotipico de um individuo pode ser mensurado, mas é o valor genético
que influenciard a préxima geracdo. A h2 estimada foi em nivel de parcelas, no sentido
amplo, porque em linhas puras, devido a homozigose, apenas a variancia aditiva se
manifesta na por¢do genética dos componentes da variancia. Nesse caso, a herdabilidade
no sentido amplo e no sentido restrito é igual (Ramalho et al., 1993). Neste trabalho
observou-se que a variancia genética entre as RILs do método SSD foi maior do que no
método Bulk para ambos os anos avaliados e anélise conjunta do carater PG (Tabela 3).
Coerentemente, também a h2 foi maior em SSD de (0,23; 0,77; 0,29) do que em Bulk
(0,19; 0,57; 0,17), respectivamente para 1° ano, e 2° ano e andlise conjunta. Deve-se
ressaltar que a produtividade de grdo é um carater complexo e influenciado por diversos
fatores, de modo que a estimativa de valores baixos de herdabilidade para esse carater é
comum (Pontes Junior et al., 2016)

A h2 para o carater ALT também foi maior em SSD (0,57; 0,78; 0,85) para 1°
ano, 2° ano, e analise conjunta em relagdo aos grupos Bulk e as Testemunhas (Tabela 3).
Uma observacdo muito importante é que a herdabilidade ndo é apenas uma propriedade do
carater, mas também da populacéo e das condi¢des ambientais a que foram submetidas os
individuos da populagdo (Ramalho et al., 1993). Portanto, o valor da estimativa de
herdabilidade de dado carater sempre se refere a uma populacgdo especifica e sob condi¢des
particulares (Hallauer et al., 2010). Na realidade a h? pode ser aumentada ndo somente pela

introdugdo de mais variagdo genética na populacdo, mas também estabilizando mais o
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ambiente no qual as plantas irdo se desenvolver. Dessa forma, o uso de ambientes
desuniformes e populagdes segregantes provenientes de cultivares semelhante contribuem
para reduzir a herdabilidade.

Comumente, espera-se que os métodos Bulk e SSD proporcionem maior
variabilidade entre as progénies, em relacdo aos outros métodos para autdgamas, pois a
variabilidade disponivel que ¢ liberada a partir da geracdo F; é 1,97 da varidncia genética
aditiva (02a) (Ramalho et al., 2012). No presente trabalho ambos os métodos indicaram
variabilidade genética entre as 158 RILs avaliadas. Esses resultados sdo esperados durante
a conducdo de uma populacéo segregante, porém, varios fatores podem afetar a eficiéncia
desses métodos. Entre estes fatores estdo a atuacdo da selecdo natural, as perdas
decorrentes do processo de amostragem, além dos efeitos da interacdo gendtipos com
ambientes. A produtividade de grdos pode ser afetada por esses fatores, pois esta
relacionada com vantagens adaptativas, pelas quais atua a selecdo natural (Corte et al.,
2002).

A conducdo de populacdes segregantes pelo método Bulk é mais simples e
facil, mas tem como principal desvantagem a perda de alelos favoraveis por amostragem.
Essa desvantagem pode ser contornada com o aumento do nudmeros de individuos
(tamanho efetivo populacional - Ne) a cada geracdo. Tomando como referéncia a primeira
geragcdo segregante F,, 0 incremento da varidncia aditiva é expressivo nas geragdes
seguintes. Com a endogamia, permite explorar a variabilidade genética liberada dentro e
entre linhagens de um cruzamento. Em Bulk com o decorrer das geracfes na populacdo
ocorre a manutencdo dos individuos mais adaptados devido a sele¢do natural (Ramalho et
al., 2012). Assim, o conhecimento da acdo da selecdo natural é estratégico no manejo de
populacdes, e fazendo uso desse conhecimento de maneira favoravel para o melhorista, por
exemplo, utilizando o ndimero amostral da populacdo o maior possivel, de forma que
represente todos as plantas, permite que a variabilidade genética de caracteres com valor
adaptativo possa garantir a manutencdo dos individuos face as alteragcbes ambientais
(Kremer et al., 2014; Templeton, 2006). No presente trabalho, o tamanho amostral para o
avanco das geragfes dos métodos Bulk e SSD foi a preconizada por programas de
melhoramento de espécies (Borém & Miranda, 2009).

Funada et al. (2011), ressaltaram trabalhos realizados por Muehlbauer et al.
(1981) em estudo de simulacdo, que no método SSD 82% das plantas em F, estdo

representadas na geracdo Fg, e Kervella & Fouillou (1992), em estudo semelhante
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utilizando o método Bulk, indicaram que apenas 67% das plantas em F, estdo
representadas em Fs, ou seja, indicando perdas por amostragem do método. Também foi
levado em consideracdo, na comparacdo entre SSD e Bulk, que a variacdo das linhas em
Bulk que podem ser perdidas no decorrer das geracfes, podem ser parcialmente
compensadas pela expressdo da variacdo dentro da linha, enquanto no método SSD isso
ndo ocorre. Outro ponto importante para se destacar, em relacdo ao método Bulk, é que
durante a conducdo das populacdes segregantes, a selecdo natural atua preservando 0s
individuos mais adaptados para 0 ambiente em que ocorreu 0 avanco das populaces.
Assim, ha necessidade dos melhoristas avancarem as populacBes segregantes em
ambientes/e anos diferentes, como no presente trabalho, visando a obtencdo de linhagens
que associem bom desempenho e maior adaptacdo aos ambientes de cultivo em que se
destacaram (Ramalho et al., 2012).

As 158 RILs de Bulk e SSD apresentaram variagdes de produtividade de grdo
nos dois anos avaliados (Figuras 1, 2 e 3). Entretanto, as RILs SSD tiveram maior variagao
de produtividade no 1° ano (3.321,80 kg.ha™ a 8.096,30 kg.ha?), isto também refletiu em
individuos transgressivos aos genitores. Ja para Bulk ndo foram identificadas RILs com
produtividade superior aos genitores. No 2° ano de avalia¢do, o grupo SSD teve variacéo
de (1.089,81 kg.ha™* a 4.790,07 kg.ha™), enquanto o grupo Bulk variou de (2.277,18 kg.ha™
a 4.304,34 kg.ha). Neste ano houve reducéo da produtividade das RILs tanto de Bulk
como de SSD, em relacdo ao 1° ano. Esse fato foi devido a maior pluviosidade no periodo
de colheita ocorrida no segundo ano o que levou a protelar todo o periodo de colheita das
parcelas, proporcionando maior tempo de exposi¢do das plantas as chuvas e aos ventos,
levando a perda de gréos pela degrana e acamamento das plantas, os resultados corroboram
com os dados de pluviosidade (Apéndice V). Para o carater ALT, o grupo Bulk apresentou
maiores valores quando comparados ao grupo SSD para 0s anos avaliados, enquanto que as
Testemunhas apresentaram as menores alturas (Figuras 4, 5, e 6).

Na geracdo avancada, as RILs SSD superaram as RILs de Bulk pelo valor
genotipico individual. Entretanto, 0 método Bulk pode ter sido penalizado devido ao fato
de que em nenhum momento do avanco das geracdes ter ocorrido com selecéo direcionada
das melhores plantas com as caracteristicas fenotipicas desejaveis, ja que em geragédo
avancada ndo havia a representatividade de todas as plantas da geracdo inicial, como

ocorre em SSD. A sele¢do no decorrer das geragdes pelo método Bulk resultaram em
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maior probabilidade de obtencéo de linhagens mais produtivas para o arroz (Kambar et al.,
2011), para aveia (Royce et al., 1947) e trigo (Pawar et al., 1986).

Nas 158 RILs de cada método foram selecionadas dez linhagens com maior
produtividade e dez com menor produtividade, e também as dez plantas mais altas e mais
baixas (Tabelas 4 e 5), a fim de verificar qual método originaria as melhores linhagens. Do
exposto, levando em consideragdo os critérios, numero de linhagens superiores das dez
melhores e os valores genotipicos superiores aos genitores, para o carater produtividade de
grédo, o melhor método de conducao das RILs foi 0 SSD.

Para o carater altura de plantas, SSD também foi o melhor para obter linhagens
com altura reduzida, dentro dos dois anos avaliados e na analise conjunta. Resultado
semelhante foi encontrado por Medimagh et al. (2012) na cultura da cevada indicando o
método SSD como melhor para obter linhagens mais produtivas. Entretanto Junior et al.
(2014) encontraram melhores resultados para 0 método Bulk ao selecionarem as melhores
linhagens, além de levarem em consideracdo as estimativas de parametros genéticos como
herdabilidade, variancia genética e a interacdo com ambiente na cultura do feijoeiro.

O método de melhoramento mais eficiente para a conducdo das populacbes
segregantes depende de varidveis como a herdabilidade do caréter, os recursos disponiveis
de cada programa de melhoramento, a propria habilidade dos melhoristas, o carater a ser
melhorado e os genitores utilizados (Ramalho et al., 2012). Das limitacbes que um
programa de melhoramento enfrenta, o fator dos custos gerados para experimentacdo e a
mdo de obra necessaria para a conducdo dos experimentos a campo S40 0S mais
impactantes.

O método Bulk permite a condugdo de maior numero de populagdes
segregantes de interesse para 0 melhoramento, com maiores médias, e menor custo
envolvido para avaliacdo de experimentos a campo, como citado por Mendes et al. (2011)
e Gongcalves et al. (2001). Também permite ter maiores cuidados com a fenotipagem e
manejo das areas de experimentacdo, aplicando por exemplo, o cultivo minimo, que é a
realizacdo de plantios de outras culturas, antes de realizar os experimentos, como plantio
de uma leguminosa, para melhorar a liberagdo de nutrientes no solo e principalmente evitar
misturas de sementes de experimentos anteriores.

A populacdo obtida do cruzamento Epagri 108 x Irat 122 foi conduzida por
Bulk até a geracdo F; devido a facilidade do método e o menor custo envolvido, podendo

ser mais amplamente utilizada em programas de melhoramento com diversos propdsitos
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(resisténcia a doencas, tolerancia a seca, graos especiais, etc.), como o da Embrapa, e
aliando a eficiéncia do processo de selegdo natural, para obter maior variabilidade nas
progénies em geracdo avancada e estabilidade na producéo (Faria et al., 2013; Corte et al.,
2002; Del Peloso & Melo, 2005). Em contrapartida o0 método SSD permite a obtencdo de
linhagens homozigotas com maior eficiéncia para os caracteres desejaveis, com a conducdo
do experimentos em vasos em casa de vegetacdo, otimizando espaco, tempo e manejo, 0
que viabiliza a conducédo de maior nimero de linhagens, tomada de dados mais acurados,
mas com numero reduzido de cruzamentos avaliados devido ao tamanho minimo de
progénies.

Diante dos resultados apresentados no presente trabalho, 0s genitores
divergentes e de interesse para 0 melhoramento, proporcionaram populagdes segregantes
com variabilidade genética e consequentemente linhagens homozigotas superiores aos

proprios genitores e cultivares comerciais lancadas pela Embrapa.

3.4.2 Dados Genotipicos

O mapeamento utilizando populagdes derivadas de genitores geneticamente
divergentes pode produzir bons resultados no mapeamento de QTL, permitindo identificar
os efeitos de locos relacionados a caracteres de interesse (Zhu et al., 2017). Nesse trabalho
foram utilizadas linhagens puras recombinantes derivadas do cruzamento Epagri 108 x Irat
122 pertencentes as subespécies indica e japonica, respectivamente. Esses genitores sao
fenotipicamente contrastantes em Vvarios caracteres agrondmicos, como produtividade,
arquitetura da planta e nimero de perfilhos, por exemplo.

A obtencdo dos marcadores polimérficos e informacBes fenotipicas das
populacdes de RILs Bulk e SSD, permitiu a realizacdo da analise de QTL. O genitor
Epagri 108 € uma cultivar brasileira, amplamente utilizada em cruzamentos do programa
de melhoramento de arroz da Embrapa, e apresenta alta capacidade geral de combinacéo.
Ja o genitor Irat 122 é uma cultivar introduzida, ndo apresenta alta capacidade
combinatdria (Apéndice VII). O cruzamento entre esses dois genitores permitiu uma boa
complementariedade genética, a qual proporcionou RILs com produtividades superiores
aos seus genitores, resultante da segregacéo transgressiva.

Quanto maior o numero de marcadores utilizados na construcdo de um mapa

molecular, maior a chance de ampla cobertura no genoma, aumentando a possibilidade de
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encontrar alelos de determinado marcador que estejam em desequilibrio de ligagdo (DL) de
um QTL, podendo estabelecer uma associacdo entre genotipo e o fendtipo do carater de
interesse. Os marcadores das RILs-SSD e RILs-Bulk foram posicionados nos 12
cromossomos e garantiram uma distribuicdo ampla no genoma. Qualquer fator que altere
as frequéncias alélicas pode interferir na dindmica do DL observado nas populacGes de
RILs do estudo, como por exemplo, os processos de melhoramento genético, como a
selecdo natural ou artificial, os processos de amostragem dentre outros (Liu, 1998; Schaper
et al., 2012). Isso pode ter resultado nas diferencas encontradas nas medidas de DL para as
populagdes RILs SSD e RILs Bulk, visto que as populacfes séo distintas devido aos
métodos de melhoramento pela qual foram conduzidas, refletindo assim, em caracteristicas
especificas em cada uma delas.

Na andlise de DL houve um decaimento gradual com o aumento da distancia
fisica entre os marcadores. As RILs Bulk e SSD apresentaram alto desequilibrio de
ligagdo, sugerindo a formacdo de blocos haplotipicos grandes. Para as RILs Bulk, entre as
distancias de 5 Mpb a 10 Mpb o decaimento foi progressivo, enquanto que para as RILS
SSD no ponto de 5 Mpb o DL era extremamente alto e continuo. Em arroz os valores de
desequilibrio de ligacao sdo bastante variaveis, como por exemplo,em linhas endogamicas,
o0 DL tém alcance de 100-500 Kpb, mas estes valores ndao sdao comuns e resultam dos
processos especificos de melhoramento ao qual a populacdo tenha sido submetida (Liu et
al., 2013). E esperado que em geracdes mais avancadas de melhoramento o DL seja menor,
devido as recombinacdes que ocorreram ao longo das geracdes de autofecundacdes,
proporcionando a formacdo de grandes blocos de haplotipos.

Forcas evolutivas como recombinacdo, selecdo natural, deriva genética,
mutacdo, padrbes de acasalamento ou migracdo, tem importante impacto no padrdo do
desequilibrio de ligacdo em uma populacdo (Remington et al., 2001). Quando resultantes
da acdo da selecdo natural, observa-se que algumas combinacdes de alelos de locos
distintos e independentes conferem vantagem adaptativa aos individuos que as possuem,
isto é, funcionam melhor juntas do que independentemente, fato este que pode ter ocorrido
com as RILs Bulk, uma vez que a populagdo provavelmente passou por um processo da
selecdo natural continuo, ao longo do avango de geracdo. Chen et al. (2013) observaram
haplotipos de tamanho de 100 kb em O. sativa, e ao compararem esse resultado com outras
variedades e a espécie silvestre O. rufipogon, encontraram um DL muito mais alto nas

espécies cultivadas, sendo subespécie Japonica de regides temperadas a que apresentou
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maior DL (> 500 Kb), seguida por Japonica de regides tropicais (aproximadamente 150
Kb) e por Indica (aproximadamente 75 kb).

As populacdes de RILs de ambos os métodos foram estruturadas devido aos
avancos das geracOes, e essa estruturacdo foi revelada nos graficos de neighbor-joining e
andlise de coordenadas principais (PcAs). Os genitores foram posicionados espacialmente
distantes entre si, como esperado. Para ambas populac¢des de RILs SSD e RILs Bulk houve
um padrdo de associacdo em torno de um ou outro genitor, indicando que esses eram
geneticamente divergentes, mantendo-se um nivel de estruturacdo, e que a diversidade
genética foi mantida nas linhagens, independentemente do método de avanco de geracéo,
sem privilegiar um ou outro genitor como 0 mais adaptado, como também observado por
(Ma et al., 2016).

O mapa de ligacdo gerado para os caracteres quantitativos (PG e ALT) nas
RILs de arroz foi construido com 2.115 marcadores SNPs polimérficos para RILs SSD, e
2.354 marcadores para RILs Bulk (SNPs e DArTs). Conforme estudos anteriores como de
Yu et al. (2011), Yonemaru et al. (2014) e Quin et al. (2017), o mapeamento genético
acima de mil marcadores proporciona uma distribuicdo ampla no genoma. O aumento da
densidade de marcadores melhora consideravelmente a resolucdo e precisdo do mapa para
analise de QTL (Crowell et al., 2015; Yonemaru et al., 2014, Sakai et al., 2013). O mapa
obtido no estudo possui 1.5072 cM para RILs SSD e 1.5070 cM para RILs Bulk (Tabela
6), cujas distancias sdo relativamente maiores em relacdo ao mapa de Ma et al. (2016), que
apresentou 1.070 cM.

Um namero maior de individuos permite amostrar uma maior quantidade de
recombinagfes entre os marcadores. Mapas que tenham maior saturagdo de marcadores
resultam em ligaces fisicas mais robustas com QTLS, diminuindo a chance de ocorrerem
recombinacfes entre marcador e QTL. Zhang et al. (2017) utilizaram 213 RILs e 3.016
marcadores SNPs para 0 mapeamento, resultando em 26 QTLs em trés caracteres
relacionados a produtividade. No presente trabalho, o tamanho populacional utilizado foi
146 RILs SSD, 108 RILs Bulk e dois parentais para a construgdo dos mapas genéticos, o
que também permitiu a identificagdo de QTLs, porém foram 7 QTLs (4 para as RILs SSD,
e 3 para as RILs Bulk).

Nao foram encontrados os mesmos QTLs nos anos avaliados. Contudo, os
valores de LODs foram altos o suficiente para determinar que os resultados foram bastante

consistentes, ou seja, a cada ano, diferentes QTLs de produtividade se sobressaem, o que
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pode dificultar a utilizacdo de marcadores associados a QTLs para selecdo assistida. Isso é
um ponto em comum quando se estudam caracteres de heranga complexa: néo tem sido
possivel transferir os resultados da analise de QTLs para outros ambientes, anos ou outras
populacgdes, justamente devido a heranca quantitativa de caracteres como a produtividade
(Cobb et al., 2019).

Em nosso estudo, 6 QTLs associados a produtividade foram detectados. Tanto
para as RILs SSD quanto para as RILs Bulk, os QTLs ndo foram os mesmos identificados
nos anos distintos, porém esses QTLs foram identificados nos mesmos cromossomos,
como no caso dos QTLs no cromossomo 6, (QGYLD6.1 e qGYLD6.2) das RILs SSD para
0 segundo ano e analise conjunta, e para as RILs Bulk, 0 QTL (qGYLD®6) identificado no
2° ano.

Uma explicacdo para o ocorrido, € que 0s QTLs de efeitos mais pronunciados
foram os detectados, principalmente devido ao método de andlise utilizada, que foi o
mapeamento maltiplo, considerando o valor de LOD maior ou igual a 3. Esses QTLs ndo
foram identificados na mesma regido gendmica do cromossomo 6, e os alelos do marcador
(SNP_6_9538767; SNP_6_17931455) ndo co-segregam nos mesmos blocos de haplotipos.
Raghavan et al. (2017) também encontraram QTLs no cromossomo 6 relacionados ao
tempo de florescimento e a produtividade de grdos sendo explicados por 22,97% da
variacdo fenotipica. Quanto ao QTL obtido para o cromossomo 9 (qGYLD9) nas RILs
SSD e RILs Bulk, ambos foram identificados apenas para o 2° ano, representando variacao
fenotipica de apenas 7,45% (RILs SSD) e 11,39% (RILs Bulk), podendo ser um indicativo
que esta regido do cromossomo 9 tenha de alguma forma associacdo com o carater, como
citado também por Swamy et al. (2013), que encontraram quatro QTLs associados a
produtividade de gréos sob seca, explicando de 6 a 19% da variancia fenotipica e foram
consistentes nas avaliagbes. Um desses QTL foi identificado no cromossomo 9 que
apresentou alta variacdo fenotipica explicada ndo sé para produtividade, mas também para
fertilidade de espiguetas e altura de plantas sob condicdes de déficit hidrico.

O QTL qGYLD7 (cromossomo 7) das RILs Bulk foi detectado apenas pela
analise conjunta, e como na analise conjunta os valores de produtividade sdo resultado da
média dos valores genotipicos dos dois anos individuais, esperaria-se que uma marca
detectada na anélise conjunta, também o seria em pelo menos um dos anos de avaliagéo.
Porém, os contrastes do fenétipo entre as RILs é modificado pelo valor da média dos anos,

encontrando um valor distinto, resultante da interagdo GxA, entdo, isso acaba por gerar

93



uma matriz de dados que equivaleria a uma terceira populacdo. Contudo, o dado da anélise
conjunta, apesar de ser uma estimativa, pode refletir a identificacdo de locos de QTLs mais
estaveis. De acordo com Wang et al. (2019), analises conjuntas ao longo de varios anos e
locais podem ser usadas para determinar a estabilidade do QTL e estimar a interagdo entre
0 QTL aditivo e o ambiente .

A repeticdo das associagdes ao longo dos ambientes e/ou anos é tomada como
evidéncia da auséncia de interacdo QTLs x ambiente/anos, enquanto a deteccdo da
associacdo em apenas um ou alguns dos ambientes ou anos € considerada como evidéncia
de interacdo (Lynch & Walsh, 1998). No estudo de Zhu et al. (2017) na cultura do arroz,
em uma populacdo de RILs advindas de cruzamento biparental, cinco QTLs
estiveramassociados ao carater produtividade de grdos e quatro destes QTLs foram
consistentes dentro dos dois anos avaliados e distribuidos nos mesmos cromossomos, além
do que todos os alelos de efeito positivo para o carater foram oriundo apenas dos genitores.

N&o surpreendentemente, ambos os QTLs associados a PG, tanto para RILS
SSD quanto para RILs Bulk, produziram efeitos aditivos, sugerindo efeito positivo pelo
genitor Epagri 108 sobre o carater, uma vez que este genitor se adapta melhor as condicdes
de producdo por ser uma cultivar brasileira, além de ser o genitor mais produtivo.
Entretanto, para as RILs Bulk, no QTL do cromossomo 7, o genitor Irat 122 foi o que
contribuiu com o alelo favoravel.

Para altura de plantas o QTL foi identificado apenas nas RILs SSD, e o genitor
Epagri 108 foi o que contribuiu com o alelo favoravel, reduziu a altura das RILs que
possuiam esses alelos. Este fato € desejado pelo programa de melhoramento, pois a altura
reduzida implica em menores condi¢cfes de ocorrer acamamento e tombamento das plantas
no campo, viabilizando melhores condi¢Ges de competicdo por luz e espaco entre elas, e
reduzindo as perdas de gréos na colheita (Alvarez et al., 2014). Raghavan et al. (2017)
encontraram 15 QTLs para o carater altura de plantas nos cromossomos 1, 3, 4, 5, 6, 7, 11
e 12, entretanto 23% da variancia fenotipica foi explicada pelos QTLs presentes nos
cromossomos 1, 3, 5 e 11, sendo que somente o cromossomo 1 era responsavel por 9,8%
da variacdo. No presente estudo, o QTL encontrado para altura também foi no cromossomo
1, e foi responsavel por 35,72% da variacgdo fenotipica e LOD de 14,01 sendo considerado
alto, entretanto n&o foi localizado no mesmo bloco do estudo dos autores.

Nas RILs SSD e nas RILs Bulk foram identificados os blocos haplotipicos

contendo os QTLs significativos para PG e ALT. Foram determinadas as suas regides
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génicas, suas funcdes putativas e os termos GO (em atributos de componente celular,
funcdo molecular e processo bioldgico). Para as RILs SSD, o QTL (gGYLD6.1)
identificado no ano 2018 esta dentro de um bloco que contém 32 genes descritos, porém
este pico de QTL ndo se encontra dentro de nenhum gene especifico. Também o QTL
qGYLD6.2 (identificado na andlise conjunta), ndo esta localizado dentro de gene, mas em
regido intergénica.

Ja 0 QTL qGYLD9 esta localizado dentro do gene (LOC_0s09¢g39240), em
regido de exon, e e traduzido em uma proteina com funcdo ainda ndo determinada. A
variante do marcador SNP_9 22544728 do gene LOC_0s09g39240 tem impacto de efeito
modificador no gene. Quanto ao carater ALT, o QTL qPTHTL1 esta posicionado no gene
(LOC_0s01g66630) que tem funcéo relacionada a proteina quinase semelhante a receptor
do dominio S (SRK). SRK compreende uma sub-familia altamente polimérfica de quinases
semelhantes a receptores (RLKs) e foi previamente relacionada com aumento da
produtividade e da altura em arroz (Zou et al.,, 2015). A variante do marcador
SNP_1 38700162 do gene LOC _0s01g66630 é considerado de alto impacto, tendo a
funcdo disruptiva na proteina ou a perda de funcéo, pois esta relacionada com o cddon de
parada prematura.

Nas RILs Bulk dois QTLs foram identificados para o carater PG no 2° ano. O
gGYLD6 foi identificado no cromossomo 6, em que o marcador significativo esteve
posicionado dentro do gene LOC_0s06g04450 com funcdo putativa de proteina de
transporte da familia Secl, cuja funcdo ainda néo foi descrita em plantas. O QTL qGYLD9
no cromossomo 9 que esta localizado no gene LOC_0s09g21110 responsavel pela sintese
da enzima leucyl-tRNA synthetase, e que apesar de ja identificada em Arabidopsis, milho,
sorgo e uva, sua funcdo tem sido mais estudada em humanos, e relacionada com a
regulacdo do crescimento celular via rota do complexo TOR (Son et al., 2019). Um dos
genes do complexo TOR foi superexpresso em arroz na Embrapa Arroz e Feijdo, e deu
origem a plantas mais produtivas (TOR_Evento 7, dados néo publicados). As variantes dos
marcadores que identificaram os genes (LOC_0s06g04450 e LOC_0s09¢g21110) séo de
impacto modificador e estdo relacionadas a (3’UTR) que s&o variantes ndo codificantes ou
que ndo afetam os efeitos dos genes. O QTL qGYLD?7 identificado na anélise conjunta,
ndo esta localizado dentro de nenhum gene. Entretanto, na literatura ha relatos do QTL
(Ghd7) que regula o tempo de florescimento e o potencial produtivo(Gw7) no cromossomo

7. O efeito desse QTL afeta diretamente a produtividade, ja& que estd fortemente
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relacionado ao florescimento tardio das plantas proporcionando baixos indices de colheita
(Yonemaru et al., 2017).

Para cada cromossomo em que foram identificados os QTLs posicionados
dentro de blocos haplotipicos, foram determinadas as posi¢des iniciais e finais de cada
bloco, com a finalidade de verificar no banco de dados do Q-TARO os QTLs descritos na
literatura dentro dessas mesmas posi¢cOes para 0s caracteres PG e ALT. Foram
identificados os QTLs relacionados a produtividade de gréo referentes a panicula (tns6),
numero de espiguetas por panicula (sd6), rendimento de grdo (qGY®6-1 e yldp 9.1) e peso
de 1000 grdos (gw-6). Para o cardter ALT os QTL encontrados tém relacdo com a
producdo da planta (yd1), nimero de grdos/planta (ngl) e fertilidade das espigueta (sf1).
Estudos realizados por Liao et al. (2001), Zhu et al. (2017) e Deshmunk et al. (2018),
também identificaram QTLs em populacgbes RILs de arroz nos mesmos cromossomos e
para 0s mesmos caracteres avaliados, porém ndo nas mesmas posic¢des fisicas.

Métodos de mapeamento de populagdes derivadas de cruzamentos biparentais
amostram apenas uma pequena fracdo de todos os possiveis alelos em uma determinada
espécie. Por esse motivo, marcadores moleculares associados a QTLs geralmente s
podem ser usados nas populagdes em que foram desenvolvidos (Yang et al., 2019, Ogawa
etal., 2018).

AssociacOes entre alelos de marcadores e alelos de QTLs podem ser usadas
para selecionar, indiretamente, alelos favoraveis de QTLs. Para caracteres de baixa
herdabilidade, a selecdo fenotipica é realizada em geracGes mais avancadas, pois a
herdabilidade e a acurdcia estatistica da estimacdo das médias das progénies aumentam
com o aumento do namero de repeticdes, geracdes, locais e anos de teste, 0 que leva a um
aumento muito grande do ndmero de plantas a serem avaliadas (Dixit et al., 2019). Assim,
os melhoristas devem optar entre produzir estimativas mais precisas da média de um
namero menor de progénies ou amostrar um grande numero de progénies, com estimativas
menos precisas. A SAM apresenta-se como uma alternativa eficiente para permitir a
selecdo precoce de caracteristicas de baixa herdabilidade, diminuindo o nimero de plantas
a ser analisado por familia, o que permite a avaliagdo de um ndmero muito maior de
progénies. A SAM é mais efetiva em geracOes iniciais de selecdo entre progénies de
cruzamentos entre linhas endogamicas, pois nessas geragcdes a herdabilidade ¢é baixa e o

desequilibrio de ligag&o é alto (Guimardaes et al., 2009).
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Foram identificados nesse trabalho, nas RILs advindas de SSD e Bulk, blocos
de haplotipos (alelos em diferentes locos que tendem a serem herdados conjuntamente) que
indicam a associacdo da regido gendmica aos caracteres avaliados. As proximas etapas do
trabalho serdo o desenvolvimento de ensaios TagMan a partir dos SNPs identificados, e
posteriormente utilizados na validagdo utilizando um grupo de acessos da CNAE ja
caracterizados quanto a produtividade de gréo. Espera-se, desse modo, aplicar esses
ensaios na rotina de selecdo assistida por marcadores do programa de melhoramento
genético do arroz para a selecéo de linhagens com maior potencial produtivo para uso em
blocos de cruzamentos, e na selecdo das potenciais melhores progénies nas geracOes
segregantes iniciais (F, e F3).

3.5 CONCLUSOES

11) O cruzamento Epagri 108 x lIrat 122 foi capaz de gerar RILs
fenotipicamente superiores aos genitores para os caracteres avaliados, além de possuirem
boa distribuic&o dos alelos de ambos os genitores.

2) O método SSD foi o0 mais eficiente na geracdo de RILs mais produtivas e as
com menor altura. Porém, devido ao maior custo de desenvolvimento dessas RILs por
SSD, o método Bulk também pode ser uma opcdo interessante, ja que também foram
identificadas linhagens transgressivas por esse método.

3) Ambas as RILs derivadas de Bulk e SSD permitiram a identificacdo de
QTLs para o carater produtividade de grdo, enquanto que para altura de plantas o QTL
identificado foi somente no grupo de RILs derivadas de SSD.

4) O marcador SNP_6 9538767 para o carater produtividade de gréos, e o
marcador SNP_1 38700162 para o caréater altura de plantas, sdo os indicados para a etapa

de validacdo para uso na selecdo assistida.
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APENDICES

APENDICE I — Funcdes putativas dos genes para os cromossomos 1, 6, e 9 das RILs SSD.

Apéndice A. Fungdo Putativa dos Genes do Cromossomo 1 para RILs SSD para o

primeiro ano

Gene

Funcdo putativa do gene

LOC_0s01g66330
LOC_0s01g66340
LOC_0s01g66350
LOC_0s01g66360
LOC_0s01g66379
LOC_0s01g66400
LOC_0s01g66410
LOC_0s01g66420
LOC_0s01g66440
LOC_0s01g66450
LOC_0s01g66480
LOC_0s01g66490
LOC_0s01g66500
LOC_0s01g66510
LOC_0s01g66520
LOC_0s01g66530
LOC_0s01g66544
LOC_0s01g66560
LOC_0s01g66570
LOC_0s01g66580
LOC_0s01g66590
LOC_0s01g66600
LOC_0s01g66610
LOC_0s01g66620
LOC_0s01g66630

ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit clpX, putative, expressed
expressed protein

DUF647 domain containing protein, putative, expressed
2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate cytidylyltransferase, putative, expressed
expressed protein

expressed protein

expressed protein

PHD finger protein, putative, expressed

expressed protein

retrotransposon protein, putative, unclassified, expressed

expressed protein

no apical meristem protein, putative, expressed
phosphoribosylformylglycinamidine synthase, putative, expressed
MLO domain containing protein, putative, expressed
serine/threonine-protein kinase RIO-like, putative, expressed
ARGOS, putative, expressed

expressed protein

signal recognition particle 72 kDa protein, putative, expressed
Z0S1-19 - C2H2 zinc finger protein, expressed

RNA polymerase |11 RPC4 domain containing protein, expressed
DUF260 domain containing protein, putative, expressed
rhodanese-like, putative, expressed

serine/threonine-protein kinase receptor precursor, putative, expressed
glucosyltransferase, putative, expressed

S-domain receptor-like protein kinase, putative, expressed
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Apéndice B . Fungdo Putativa dos Genes no Cromossomo 6 para as RILs SSD para

0 segundo ano de avaliagio (2018).

Genes

Funcéo Putativa do gene

LOC_0s06¢16170
LOC_0s06¢16190
LOC_0s06¢16200
LOC_0s06¢16210
LOC_0s06¢16240
LOC_0s06¢16250
LOC_0s06¢16260

LOC_0s06¢16270
LOC_0s06¢16280
LOC_0s06¢16290
LOC_0s06¢16300

LOC_0s06¢16330

LOC_0s06g16340
LOC_0s06g16350
LOC_0s06g16360
LOC_0s06g16370
LOC_0s06g16380
LOC_0s06g16390
LOC_0s06g16400
LOC_0s06g16410
LOC_0s06g16420
LOC_0s06g16430
LOC_0s06g16440
LOC_0s06g16450
LOC_0s06g16460
LOC_0s06g16480
LOC_0s06g16500
LOC_0s06g16540
LOC_0s06g16550
LOC_0s06g16560
LOC_0s06g16580
LOC_0s06g16590

expressed protein
expressed protein
proteins of unknown function domain containing protein, expressed
expressed protein
expressed protein

expressed protein

OsSigP5 - Putative Type | Signal Peptidase homologue; employs a putative Ser/His

catalytic dyad, expressed
heat shock factor binding protein 2, putative, expressed

expressed protein
ribosomal protein L7Ae, putative, expressed

BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1-associated receptor kinase 1 precursor,
putative, expressed

BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1-associated receptor kinase 1 precursor,
putative, expressed

expressed protein

peroxidase precursor, putative, expressed

expressed protein

CCT/B-box zinc finger protein, putative, expressed

expressed protein

SET domain containing protein, expressed

helix-loop-helix DNA-binding domain containing protein, expressed
armadillo/beta-catenin repeat family protein, putative, expressed
amino acid transporter, putative, expressed

FHA domain containing protein, putative, expressed

expressed protein

Leucine Rich Repeat family protein, expressed

expressed protein

expressed protein

expressed protein

transposon protein, putative, CACTA, En/Spm sub-class, expressed
hypothetical protein

expressed protein

transposon protein, putative, CACTA, En/Spm sub-class, expressed

hypothetical protein
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Apéndice C. Fungdo Putativa dos Genes no Cromossomo 6 para as RILs SSD para a
analise conjunta dos dois anos de avaliagdes.

Gene

Func¢do Putativa do Gene

LOC_0s06¢30830
LOC_0Os06g30850
LOC_0s06¢30860
LOC_0s06g30870
LOC_0s06¢30880
LOC_Os06¢30894
LOC_0s06¢30901
LOC_0s06¢30910
LOC_0s06¢30920
LOC_0s06¢30930

OsMADS76 - MADS-box family gene with M-alpha type-box, expressed
expressed protein

WRKY31, expressed

expressed protein

expressed protein

expressed protein

HEAT repeat family protein, putative, expressed

CAAX amino terminal protease family protein, putative, expressed

expressed protein

Apéndice D. Fung¢do Putativa dos Genes no Cromossomo 9 para RILs SSD para o
segundo ano de avaliacdo (2018).

Gene

Funcéo putativa do gene

LOC_0s09g39160
LOC_0s09g39170
LOC_0s09g39180
LOC_0s09g39190
LOC_0s09g39200
LOC_0s09g39220
LOC_0s09g39230
LOC_0s09g39240
LOC_0s09g39250
LOC_0s09g39260
LOC_0s09g39270
LOC_0s09g39280
LOC_0s09g39310
LOC_0s09g39320
LOC_0s09g39334
LOC_0s09g39340
LOC_0s09g39350
LOC_0s09g39360
LOC_0s09g39370
LOC_0s09g39380
LOC_0s09g39390
LOC_0s09g39400
LOC_0s09g39410
LOC_0s09g39420
LOC_0s09g39430
LOC_0s09g39440
LOC_0s09g39450
LOC_0s09g39462

thiol protease SEN102 precursor, putative, expressed

cysteine proteinase COT44 precursor, putative, expressed

RNA recognition motif containing protein, putative, expressed
OsFBO22 - F-box and other domain containing protein, expressed
expressed protein

deltal4-sterol reductase, putative, expressed

prephenate dehydratase domain containing protein, expressed
expressed protein

expressed protein

prephenate dehydratase domain containing protein, expressed
Z0S9-20 - C2H2 zinc finger protein, expressed

expressed protein

expressed protein

CTR1-like protein kinase, putative, expressed

expressed protein

expressed protein

expressed protein

expressed protein

expressed protein

monodehydroascorbate reductase, putative, expressed
oxidoreductase, aldo/keto reductase family protein, putative, expressed
histidine-containing phosphotransfer protein, putative, expressed
male sterility protein, putative, expressed

WD domain, G-beta repeat domain containing protein, expressed
GDSL-like lipase/acylhydrolase, putative, expressed
inosine-uridine preferring nucleoside hydrolase family protein, putative, expressed
expressed protein

nucleic acid binding protein, putative, expressed
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LOC_0s09g39474
LOC_0s09g39490
LOC_0s09g39500
LOC_0s09g39510
LOC_0s09939520
LOC_0s09g39530
LOC_0s09939540
LOC_0s09g39550
LOC_0s09g39560
LOC_0s09g39570
LOC_0s09g39580
LOC_0s09g39590
LOC_0s09939594
LOC_0s09939600
LOC_0s09939610
LOC_0s09939620
LOC_0s09939630
LOC_0s09939640
LOC_0s09g39650
LOC_0s09939660
LOC_0s09g39670

LOC_0s09g39680
LOC_0s09g39690
LOC_0s09g39700
LOC_0s09g39720
LOC_0s09g39730
LOC_0s09g39740
LOC_0s09g39750
LOC_0s09g39754
LOC_0s09g39760
LOC_0s09g39770
LOC_0s09g39780
LOC_0s09g39790
LOC_0s09g39800
LOC_0s09g39810
LOC_0s09g39850
LOC_0s09g39860
LOC_0s09g39870
LOC_0s09g39880
LOC_0s09g39910
LOC_0s09g39930
LOC_0s09g39940
LOC_0s09g39950
LOC_0s09g39960
LOC_0s09g39970

expressed protein

histone-like transcription factor and archaeal histone, putative, expressed
ubiquitin fusion protein, putative, expressed

Cupin domain containing protein, expressed

Cupin domain containing protein, expressed

Cupin domain containing protein, expressed

40S ribosomal protein S25, putative, expressed

expressed protein

genetic modifier, putative, expressed

beta-amylase, putative, expressed

calmodulin-binding heat-shock protein, putative, expressed
metallo-beta-lactamase, putative, expressed

expressed protein

expressed protein

expressed protein

protein kinase family protein, putative, expressed
conserved hypothetical protein

protein kinase, putative, expressed

protein kinase family protein, putative, expressed
Z0S9-21 - C2H2 zinc finger protein, expressed

oxidoreductase, short chain dehydrogenase/reductase family domain containing
family, expressed
transporter, major facilitator family, putative, expressed

protein binding protein, putative, expressed

expressed protein

1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase, putative, expressed

Core histone H2A/H2B/H3/H4 domain containing protein, putative, expressed
ACT domain containing protein, expressed

domain of unknown function DUF966 domain containing protein, expressed
expressed protein

pectinesterase, putative, expressed

C2 domain containing protein, putative, expressed

peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, putative, expressed

lipase, putative, expressed

hypothetical protein

AP2 domain containing protein, expressed

AP2 domain containing protein, expressed

protein kinase family protein, putative, expressed

2-phosphoglycerate kinase-related, putative, expressed

hypothetical protein

ABC transporter, ATP-binding protein, putative, expressed

tyrosine protein kinase domain containing protein, putative, expressed
plastocyanin-like domain containing protein, putative, expressed

POEI23 - Pollen Ole e | allergen and extensin family protein precursor, expressed
dynamin family protein, putative, expressed

expressed protein
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Apéndice E. Func¢do Putativa dos Genes no Cromossomo 6 para RILs Bulk para o

APENDICE Il - Fung®es putativas dos genes para 0s cromossomos 6, 7 e 9 das RILs Bulk.

segundo ano de avaliagdo (2018).

Gene

Funcéo Putativa do Gene

LOC_0s06g04370
LOC_0s06g04370
LOC_0s06g04370
LOC_0s06g04370
LOC_0s06g04370
LOC_0s06g04380
LOC_0s06g04380
LOC_0s06g04380
LOC_0s06g04380
LOC_0s06g04380
LOC_0s06g04390
LOC_0s06g04390
LOC_0s06g04399
LOC_0s06g04399
LOC_0s06g04399
LOC_0s06g04399
LOC_0s06g04399
LOC_0s06g04399
LOC_0s06g04420
LOC_0s06g04420
LOC_0s06g04420
LOC_0s06g04420
LOC_0s06g04420
LOC_0s06g04420
LOC_0s06g04450
LOC_0s06g04450
LOC_0s06g04450
LOC_0s06g04450
LOC_0s06g04450
LOC_0s06g04450
LOC_0s06g04450
LOC_0s06g04450
LOC_0s06g04440
LOC_0s06g04430
LOC_0s06g04410
LOC_0s06g04350
LOC_0s06g04360

expressed protein

expressed protein

expressed protein

expressed protein

expressed protein

aminomethyltransferase, putative, expressed
aminomethyltransferase, putative, expressed
aminomethyltransferase, putative, expressed
aminomethyltransferase, putative, expressed
aminomethyltransferase, putative, expressed

expressed protein

expressed protein

hypersensitive-induced reaction protein 4, putative, expressed
hypersensitive-induced reaction protein 4, putative, expressed
hypersensitive-induced reaction protein 4, putative, expressed
hypersensitive-induced reaction protein 4, putative, expressed
hypersensitive-induced reaction protein 4, putative, expressed
hypersensitive-induced reaction protein 4, putative, expressed
lipoxygenase 4, putative

lipoxygenase 4, putative

lipoxygenase 4, putative

lipoxygenase 4, putative

lipoxygenase 4, putative

lipoxygenase 4, putative

Sec1 family transport protein, putative, expressed

Secl family transport protein, putative, expressed

Sec1 family transport protein, putative, expressed

Secl family transport protein, putative, expressed

Sec1 family transport protein, putative, expressed

Secl family transport protein, putative, expressed

Secl family transport protein, putative, expressed

Secl family transport protein, putative, expressed
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Apéndice F. Funcéo Putativa dos Genes no Cromossomo 7 para RILs Bulk para a analise
conjunta (duas anos)

Gene

Putative Function

LOC_0s07g48410
LOC_0s07g48410
LOC_0s07g48410
LOC_0s07g48410
LOC_0s07g48410
LOC_0s07g48410
LOC_0s07g48430
LOC_0s07g48430
LOC_0s07g48430
LOC_0s07g48430
LOC_0s07g48430
LOC_0s07g48430
LOC_0s07g48440
LOC_0s07g48440
LOC_0s07g48440
LOC_0s07g48450
LOC_0s07g48450
LOC_0s07g48450
LOC_0s07g48450
LOC_0s07g48450
LOC_0s07g48460
LOC_0s07g48460
LOC_0s07g48460
LOC_0s07g48480
LOC_0s07g48420

RNA-binding zinc finger protein, putative, expressed
RNA-binding zinc finger protein, putative, expressed
RNA-binding zinc finger protein, putative, expressed
RNA-binding zinc finger protein, putative, expressed
RNA-binding zinc finger protein, putative, expressed
RNA-binding zinc finger protein, putative, expressed
nucleoside-triphosphatase, putative, expressed
nucleoside-triphosphatase, putative, expressed
nucleoside-triphosphatase, putative, expressed
nucleoside-triphosphatase, putative, expressed
nucleoside-triphosphatase, putative, expressed
nucleoside-triphosphatase, putative, expressed
expressed protein

expressed protein

expressed protein

no apical meristem protein, putative, expressed

no apical meristem protein, putative, expressed

no apical meristem protein, putative, expressed

no apical meristem protein, putative, expressed

no apical meristem protein, putative, expressed
stress responsive protein, putative, expressed

stress responsive protein, putative, expressed

stress responsive protein, putative, expressed

Apéndice G. Funcdo Putativa dos Genes no Cromossomo 9 para RILs Bulk para a anélise
segundo ano (2018).

Locus

Putative Function

LOC_0s09921100
LOC_0s09921100
LOC_0s09921100
LOC_0s09921100
LOC_0s09g21110
LOC_0s09g21110
LOC_0s09921110
LOC_0s09g21110
LOC_0s09g21110
LOC_0s09921110
LOC_0s09921110

mov34/MPN/PAD-1 family protein, expressed
mov34/MPN/PAD-1 family protein, expressed
mov34/MPN/PAD-1 family protein, expressed
mov34/MPN/PAD-1 family protein, expressed
leucyl-tRNA synthetase, cytoplasmic, putative, expressed
leucyl-tRNA synthetase, cytoplasmic, putative, expressed
leucyl-tRNA synthetase, cytoplasmic, putative, expressed
leucyl-tRNA synthetase, cytoplasmic, putative, expressed
leucyl-tRNA synthetase, cytoplasmic, putative, expressed
leucyl-tRNA synthetase, cytoplasmic, putative, expressed

leucyl-tRNA synthetase, cytoplasmic, putative, expressed
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APENDICE I11 - Genétipos Gréaficos dos 2.115 marcadores das RILs SSD e dos 2.354 marcadores
Bulk, considerandoas dez RILs mais produtivas e as dez RILs menos produtivas pela analise

conjunta (dois anos).

RILs SSD

RILs Bulk

594
753
566

503: 7

510
551
574
569
629
596
675
643
678
716
543
671

644
612

770
794

Marcadores

- Irat 122

Faltantes

Marcadores

- Irat 122

Faltantes
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APENDICE IV - Blups das 158 RILs SSD e Bulk, e as Testemunhas.

Tabela 12. Blups das 158 RILs Bulk para os caracteres produtividade de gréos (PG) e altura de plantas
(ALT) para 1° ano, 2° ano e analise conjuntas (dois anos).

RILS Bulk PG 1°ano PG 2°ano PG Conjunta  ALT 1°ano ALT 2°ano ALT Conjunta

2 5400,11 3374,34 4189,42 122,34 117,38 128,48
3 4116,91 3476,22 4406,89 121,46 116,08 120,92
6 4578,73 2686,50 3866,69 128,67 123,66 118,75
13 5273,59 2938,87 3938,15 127,17 123,62 137,03
14 5708,63 3295,18 4299,79 127,98 125,28 132,90
15 4822,46 3128,18 452251 127,36 124,64 134,85
16 4607,19 3806,66 4115,37 128,41 126,62 133,55
17 5152,97 3451,67 4119,96 126,05 123,54 136,15
18 4697,51 3743,88 4305,60 123,94 119,90 129,98
20 5253,63 2995,89 4160,28 124,10 121,28 125,16
21 4010,75 3884,68 4278,17 117,53 110,43 125,29
22 5441,23 2914,42 3886,78 126,50 124,48 108,42
24 5259,75 3082,68 4351,24 126,68 123,66 131,12
26 5003,61 3242,24 4289,99 125,40 119,60 131,81
29 4704,51 3772,40 4216,27 122,89 118,29 128,72
30 4924,19 3523,18 4168,02 126,18 123,58 122,17
31 5223,09 2780,41 4229,24 128,04 125,46 130,75
34 5128,07 3512,39 4237,24 122,51 116,76 135,54
35 5012,29 3317,56 4316,43 127,55 124,32 121,44
36 5337,82 2829,97 4232,07 125,30 121,03 135,27
37 4470,27 3719,89 4297,16 125,15 121,95 127,88
38 5267,05 4025,41 4060,85 121,78 116,71 127,77
40 5406,05 3015,93 444239 125,21 121,77 119,40
41 5127,55 3391,37 4353,75 126,65 123,74 128,50
43 5220,29 2505,40 4290,07 130,15 128,52 131,77
46 5080,17 2937,58 4205,82 127,15 123,19 140,43
48 5707,32 3873,75 4198,04 126,84 123,87 132,51
51 5428,29 3741,13 4610,25 123,54 119,17 131,87
52 5442,36 3246,35 4478,59 126,51 122,69 123,43
54 5348,7 3125,63 4408,31 125,05 121,69 131,43
55 5391,55 3208,75 4345,10 127,78 125,86 127,84
57 5185,1 3393,37 4386,23 126,03 120,85 134,41
62 4432,53 3193,44 4313,22 126,05 122,31 129,67
63 5353,86 3302,48 3959,88 126,94 124,41 129,66
64 5282,77 3508,64 4368,11 130,92 127,83 132,25
65 5342,24 3177,62 4364,88 125,51 121,82 142,10
68 4101,8 3196,06 4356,55 125,13 122,34 129,02
69 5618,18 3479,82 3801,88 127,03 122,15 127,71
73 5367,1 3012,84 4511,73 125,88 121,90 132,48
74 5515,55 3190,58 4328,84 129,03 124,92 129,44
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75
76
77
79
81
82
83
89
94
95
97
100
102
103
104
105
106
107
109
111
113
115
117
118
123
129
130
131
132
135
136
141
144
145
146
147
148
149
150
153
154
156
158
161
162

5476,9
4059,28
5364,88
4999,00
4763,83
4750,61
4672,22
5274,33
4796,09
4805,08
4048,03
5466,69
4840,62
4738,30
5375,71
4531,8
4777,48
4428,16
5144,44
4688,94
5058,83
4075,62
4567,54
4549,09
4559,77
4857,28
5023,59
4610,88
5589,09
5512,78
4614,77
4750,49
4782,85
5558,12
4712,15
5079,57
4582,44
4779,11
4725,89
5128,44
5189,65
5481,63
5263,21
5226,58
4934,12

3685,25
3279,74
2877,17
3734,80
3090,06
3215,86
2882,91
2809,48
2919,07
3180,26
2794,73
3358,24
3180,49
2696,89
2837,35
3925,39
3463,11
4109,27
3131,29
2894,65
4128,45
3277,13
2902,94
2941,18
4024,31
3367,99
3281,85
2648,65
3103,18
3234,57
3412,05
3652,39
2851,48
2799,17
3482,56
3484,98
2812,49
3218,03
3145,31
2827,39
3724,56
3436,81
3336,92
3549,28
3858,83

4434,05
4486,00
3816,09
4309,15
4287,31
4078,37
4104,20
4011,86
4261,33
4082,91
4131,87
3737,53
444317
4141,25
4015,28
4324,25
4101,93
4137,27
4105,07
4255,58
4018,04
4364,47
3813,35
3970,07
3968,21
4134,69
4164,78
4227,21
3945,22
4440,99
4433,92
4080,49
4166,67
4063,68
4392,08
4120,87
4273,08
3973,99
4120,08
4071,82
4207,75
4375,31
4445,97
4345,51
4358,68

127,20
126,94
125,76
122,77
122,86
127,59
126,49
127,63
130,76
119,36
125,00
127,88
126,61
127,47
125,22
120,68
127,05
118,86
124,65
126,06
122,78
125,58
127,13
116,64
123,21
127,97
121,13
126,75
122,68
126,11
165,23
128,77
125,39
130,45
123,89
120,43
120,94
125,05
123,76
123,95
123,18
125,65
125,66
124,86
126,54

123,19
123,77
122,66
116,60
117,69
124,19
122,48
124,82
128,75
112,97
119,07
126,48
124,86
126,16
121,25
115,57
123,71
116,96
121,23
122,69
118,95
122,25
121,96
109,17
119,50
126,19
116,07
124,28
118,12
122,90
122,56
121,56
122,95
128,62
120,05
114,40
118,27
122,16
101,14
122,84
118,32
124,78
123,38
121,13
124,03

137,19
132,98
132,33
128,94
122,23
121,83
133,73
131,14
133,88
142,03
113,38
127,38
134,99
131,26
134,54
127,63
116,63
132,24
111,98
125,92
129,91
121,80
128,62
133,18
106,32
123,05
134,68
119,07
131,61
121,77
129,80
129,33
136,29
128,49
141,44
125,45
116,02
117,67
127,51
124,97
124,69
122,58
129,28
130,03
127,44
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163
164
167
168
170
172
175
177
178
183
184
186
187
188
190
191
192
193
194
197
198
199
200
204
207
209
211
212
213
216
217
218
219
221
222
225
226
229
233
235
238
241
242
243
244

5302,88
4104,73
4146,28
4123,19
4601,86
4652,91
5249,78
5815,43
5609,80
4176,33
5364,43
5281,10
5232,75
5176,02
4791,42
4893,5
5023,46
4795,09
4651,57
4579,56
4107,04
4761,88
5175,45
5350,49
4602,24
4999,75
5318,09
4738,98
5349,47
4666,11
5326,44
5063,68
4736,29
4906,1
5396,5
49145
4650,46
5310,97
5473,43
5028,69
4125,36
4661,70
4829,53
4449,61
5358,30

3366,95
3610,04
3102,60
3048,12
3162,42
3604,34
3170,91
3378,63
3838,70
2368,37
3885,79
3458,95
3553,65
2770,99
3351,54
3742,95
3252,08
2781,42
3249,84
2401,81
3588,75
2812,08
2418,05
3448,93
3234,13
3527,62
3317,94
3349,64
2829,16
2881,32
3261,25
2812,49
2797,56
3679,24
2706,53
3438,97
3774,87
2615,32
2474,25
3186,83
2419,91
3711,37
3233,73
3072,19
3240,88

4274,74
4363,70
3880,79
3812,86
3789,45
4037,30
412550
431341
4591,08
4565,07
370843
4463 54
4361,20
4352,66
421733
4130,81
424637
4218,82
404833
4058,81
3893,82
3873,15
4047,00
4161,69
4389,95
4039,74
4255 45
4366,02
411392
4301,19
4011,13
4356,72
4177,92
4034,78
4250,75
4297,00
4206,61
4133,63
4263,70
4308,14
4218,40
3706,96
4139,82
4130,79
3949,62

127,45
118,09
126,26
126,06
127,22
124,62
128,54
129,39
124,10
124,01
122,93
125,84
125,90
126,53
125,18
120,09
125,17
125,81
126,92
127,32
125,81
126,87
120,04
125,52
130,01
124,48
126,77
124,02
126,64
127,13
127,23
123,95
131,55
123,81
125,69
120,87
122,81
126,02
127,34
121,84
119,68
116,19
129,68
125,89
122,10

124,33
111,35
124,02
123,28
123,74
124,82
126,39
127,08
119,92
119,53
116,84
121,59
121,67
122,77
121,16
114,08
120,65
122,17
123,80
124,02
122,61
122,90
111,54
122,06
127,41
119,65
122,45
118,86
123,76
123,72
123,75
119,48
130,48
118,47
122,02
114,58
118,03
123,07
124,76
117,61
115,60
109,53
127,91
122,11
116,32

131,47
133,59
111,72
130,84
129,65
134,44
126,64
135,90
138,41
125,48
124,76
121,54
129,53
129,62
131,26
127,65
115,39
128,00
129,03
132,44
132,71
129,44
132,07
114,83
128,64
140,24
126,43
131,94
125,09
132,57
132,73
133,53
125,15
143,92
124,01
129,59
116,52
122,02
130,37
133,51
119,24
114,65
104,74
139,39
129,19
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246
247
250
251
252
254
256
257
260
263
264
266
268
269
270
271
272
278
280
281
283
285
290
291
293
294
300
301

5281,23
5200,6
4710,94
4637,51
5272,58
4721,69
4514,86
5267,04
5404,01
5103,98
5250,32
5249,17
5239,14
4774,97
5157,54
4272,64
4922,05
4927,48
5378,58
5060,13
4633,69
5139,20
4634,36
4110,41
4062,74
5104,23
4411,76
5335,69

3060,51
4304,34
3829,32
3765,03
2933,05
2858,75
2277,18
3291,47
2997,09
2985,69
2648,50
3083,26
3077,95
2906,30
2809,03
2430,98
3167,64
2571,14
3423,21
3281,03
3629,26
3143,69
3611,56
3251,32
3200,75
3166,05
2946,31
3488,23

4364,75
4302,27
4471,52
4163,69
4131,63
4286,38
4044,77
3859,31
4340,82
4353,81
4214,64
4230,49
4294,61
4296,28
4076,90
4217,09
3784,34
4165,98
4083,12
4399,01
4243,03
4115,20
4257,64
4096,71
3829,43
3798,41
4236,76
3912,66

125,73
122,16
129,46
124,06
128,06
122,48
125,94
125,55
125,48
125,79
123,21
119,82
125,11
124,61
126,91
122,04
125,93
126,96
126,68
127,39
116,06
119,75
124,04
120,02
122,00
127,45
125,39
126,96

122,17
121,31
127,42
120,89
125,70
116,85
122,07
122,74
122,42
122,39
119,58
112,91
120,84
121,24
122,84
116,55
122,78
123,97
123,67
124,93
107,90
113,56
121,14
117,18
117,02
124,24
121,88
123,88

120,33
128,85
119,90
138,30
125,48
135,20
121,30
129,79
129,33
129,18
129,60
123,09
114,57
129,27
127,00
133,41
119,78
129,66
132,88
131,94
133,19
105,05
114,62
125,36
114,91
119,85
133,18
127,81
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Tabela 13. Blups 158 RILs SSD para os caracteres produtividade de gréos (PG) e altura de plantas (ALT)
para 1° ano, 2° ano e analise conjuntas (dois anos).

RILS SSD PG 1°ano PG 2° ano PG Conjunta ALT 1°ano ALT 2°ano ALT Conjunta
499 4199,13 2961,57 3614,57 118,67 122,90 118,13
501 4063,29 3273,96 3607,14 126,38 127,60 123,57
502 5283,17 2844,78 3596,29 117,84 122,82 134,60
503 447478 2968,14 4274,95 116,11 116,76 122,17
505 4511,84 3078,18 3791,69 115,04 110,58 120,21
508 5157,78 3274,67 3830,69 118,52 117,95 117,40
510 3414,05 3171,66 4255,84 121,36 120,81 123,32
511 4474,80 3501,99 3158,05 129,67 130,33 127,62
513 4687,38 3256,33 3896,42 107,73 100,25 142,10
514 4337,19 2780,14 3969,34 100,26 92,61 107,68
515 3972,81 3272,13 3658,05 112,28 104,76 96,15
519 4798,32 3124,40 3522,16 116,90 114,79 114,40
520 4046,06 3848,34 4018,95 116,53 114,72 121,09
521 3410,97 4790,07 3675,71 102,25 95,25 120,63
522 4110,63 2800,08 3439,40 124,86 132,34 98,56
523 4448,33 2646,63 3523,15 103,12 96,62 132,90
525 3968,74 2005,99 3702,83 102,29 95,47 100,89
527 3407,41 3289,24 3279,38 102,84 96,03 98,82
528 4949,64 219911 3169,17 118,82 117,74 99,92
535 4708,13 3797,58 3928,58 125,42 122,78 124,24
536 4397,99 2636,62 4091,04 108,38 102,48 133,14
537 4747,39 2740,32 3680,33 109,55 104,73 108,04
540 3730,79 2314,79 3918,56 102,73 96,91 110,40
541 4253,49 1414,18 3189,75 102,65 95,58 99,98
542 3800,03 1544,36 3358,80 177,43 120,71 99,95
543 4601,76 2711,24 3091,68 123,03 121,57 110,71
545 4058,14 3485,16 3821,74 125,88 126,28 130,07
546 414442 2725,10 3610,81 124,21 124,45 134,47
547 3907,22 2187,03 3521,43 121,86 120,04 132,19
550 4942,84 3756,87 3282,36 121,34 127,45 127,73
551 3780,42 2439,99 4224,30 112,04 107,82 127,21
552 4080,89 1862,88 3249,09 121,64 121,28 112,96
554 4662,71 3624,26 3307,24 115,52 113,32 127,99
555 4448,68 1548,19 4019,45 114,14 113,14 119,48
556 4320,12 3016,58 3513,13 102,63 93,66 116,79
558 4101,69 2633,07 3683,41 117,15 115,99 99,52
559 4531,15 3105,35 3487,23 120,11 117,92 122,00
562 4556,14 3358,61 3839,23 114,76 108,02 125,65
563 4024,56 3690,35 3919,83 124,00 122,19 117,81
565 5148,79 3654,18 3631,04 121,40 118,22 131,86
566 4721,54 3779,29 4345,12 111,67 108,20 127,49
568 4847,39 3674,32 4087,32 119,62 117,87 113,56
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569
570
571
572
573
574
576
577
578
580
584
585
587
588
590
592
594
596
597
598
602
604
605
607
608
612
613
616
618
619
621
624
628
629
632
633
634
635
636
637
638
639
642
643
644

3939,39
4100,08
4634,85
3905,86
4980,30
4593,82
3845,73
4105,33
3415,60
4734,50
4574,00
3861,23
4754,25
4509,93
3937,66
8096,27
4902,69
4451,42
4832,11
4297,91
4584,68
421317
4047,53
4350,43
3443,82
4367,25
4106,06
414437
4924,43
4836,27
3321,76
3930,82
4653,27
4088,20
4324,87
3943,25
414714
4523,22
4882,12
4578,85
3835,56
407337
3774,02
3855,01
3807,71

3450,14
3405,21
3100,77
3456,65
3275,12
2468,15
3370,86
2778,04
3742,96
248437
2699,85
2624,41
3487,20
2019,86
2907,51
2452,66
3154,31
2786,20
2155,85
1593,37
3739,44
2914,27
2167,23
3301,85
2255,79
2659,17
3089,45
2275,49
3146,91
1258,20
3834,03
2689,93
4123,70
2021,33
3156,41
3005,33
2235,45
2481,94
2026,94
3021,19
2268,29
2466,90
1772,08
1089,81
2250,96

4160,35
3530,31
3630,83
3912,56
3506,14
4168,42
3745,17
3449,42
3505,42
3249,55
3849,06
3806,38
3310,30
4064,40
3591,43
3424,78
5985,11
4099,44
3745,55
3834,99
3410,60
3988,49
3605,32
3358,20
3762,80
2982,07
3644,22
3572,20
3417,12
4092,80
3696,03
3217,18
3377,21
4126,16
3363,18
3716,72
3426,28
3435,50
3715,94
3863,69
3862,45
3239,37
3440,99
3133,75
3036,79

119,80
104,83
123,71
114,89
127,86
123,78
106,16
105,41
110,39
121,19
104,52
105,73
125,51
121,97
102,40
120,99
120,11
121,41
119,03
101,99
101,91
125,69
100,33
115,73
116,24
126,40
121,25
116,48
120,19
116,89
125,33
99,32
119,04
103,85
123,51
123,14
125,26
120,73
102,39
108,63
121,59
122,75
123,15
103,39
107,81

114,35
96,11
123,66
113,06
129,28
125,22
97,36
99,68
102,51
120,79
97,84
100,55
127,63
121,60
96,20
122,14
120,99
121,18
120,35
96,14
96,03
126,60
93,87
114,83
114,78
127,77
120,87
115,03
119,45
115,27
128,03
91,02
116,65
98,80
124,22
120,60
125,02
116,49
94,54
101,22
124,76
118,57
123,12
102,41
98,34

125,07
125,57
102,72
131,24
117,90
137,58
130,93
104,78
104,39
111,38
127,18
101,79
103,81
134,42
128,34
99,32
127,11
125,63
127,84
124,57
98,87
100,17
133,88
96,48
119,35
120,03
135,08
127,62
120,20
126,15
120,53
134,06
94,52
124,07
101,52
130,97
130,29
133,36
126,47
100,92
110,06
128,18
130,21
129,89
100,92
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645
647
649
651
652
653
655
656
662
663
668
671
675
677
678
679
684
685
687
688
689
690
692
694
696
697
698
699
700
702
705
706
707
711
713
714
716
717
719
720
725
727
728
730
735

4517,93
421411
3981,16
4849,37
4053,00
3762,09
4508,76
4612,40
4635,14
4108,59
3735,04
3775,05
4071,02
3527,55
444436
3917,16
3694,84
3935,97
4644,63
3973,37
4612,41
3697,26
4540,07
3984,85
3802,74
4388,39
4039,54
4805,90
4320,43
4565,61
4222,22
4003,01
4449,80
4715,41
3967,52
3644,00
3899,65
4920,56
4719,45
4575,13
3551,64
4470,05
3829,69
3821,24
4668,63

2514,15
1800,27
2833,57
3252,91
3214,78
2267,88
2478,50
3333,14
2660,45
2753,38
1643,79
1849,67
3236,86
2606,51
4328,78
2382,11
2978,81
2358,44
2185,22
2590,24
1305,94
2178,25
1839,18
3333,24
1869,76
1995,27
3167,21
3180,36
3324,36
1642,69
4383,84
3509,46
229464
2197,76
2370,07
2231,38
1831,10
2281,29
3619,37
2679,25
3107,03
2637,97
2186,50
2531,85
1380,26

3207,21
3703,94
3373,57
3454,09
4056,57
3552,66
3171,49
3712,78
3929,47
3823,54
3505,13
3051,79
3134,46
3571,22
3100,46
4020,60
3293,96
3280,38
3320,62
3720,07
3390,65
3551,23
3139,99
3612,79
3554,37
3141,57
3537,96
3530,29
4031,52
3738,84
3580,29
3888,06
3585,81
3639,59
3778,19
3337,23
3096,64
3190,93
3916,15
4057,36
3783,00
3236,95
3708,10
3236,59
3287,07

123,68
112,67
119,28
123,25
99,30
109,55
128,43
105,35
124,02
121,15
101,76
108,57
116,51
103,51
107,67
103,11
121,88
109,12
103,94
120,30
120,49
105,29
101,80
121,93
121,90
103,11
105,90
125,63
122,34
120,52
120,19
120,84
103,26
123,33
100,27
102,98
119,43
121,58
112,81
128,03
102,91
123,21
112,11
110,52
119,04

123,06
107,66
124,64
121,04
91,01
102,05
129,77
98,73
124,36
118,91
93,83
103,71
110,70
95,87
99,26
95,24
115,70
103,37
96,01
121,88
119,26
97,57
93,54
121,03
119,12
96,11
99,07
127,49
122,69
117,60
119,34
122,77
93,62
123,86
91,64
94,67
119,78
121,99
109,41
128,51
98,03
124,60
107,93
105,16
117,10

107,15
130,59
114,83
124,47
130,11
94,63
109,74
138,57
103,48
133,21
126,77
98,34
109,15
120,50
100,50
106,81
100,14
128,07
109,24
101,23
126,44
127,17
103,68
98,18
129,09
128,84
102,55
104,07
134,71
128,87
126,58
126,04
126,84
100,15
130,53
95,98
100,02
124,55
127,57
114,66
138,34
99,47
130,19
113,06
110,90
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737 3840,71 2290,56 3594,65 124,88 122,06 124,32

738 4178,21 2182,19 324461 114,24 109,04 132,91
740 4120,86 3989,70 3465,96 120,84 119,85 117,14
742 3911,25 2402,78 3757,34 102,52 92,80 127,45
743 3926,91 2667,12 3306,23 120,39 119,36 99,39
744 4339,91 3218,36 3369,29 104,00 97,50 126,02
745 4406,86 2695,86 3742,55 117,87 116,08 101,74
747 4851,62 3251,81 3683,85 125,03 126,50 122,63
748 3879,70 2806,03 4082,29 100,87 91,88 134,80
749 4859,44 4738,05 3359,00 123,58 123,32 96,85
753 4613,73 2406,85 4372,13 106,74 99,17 130,54
754 4079,85 2272,09 3765,88 104,92 96,75 107,17
758 3926,40 2838,46 3396,86 124,63 123,74 103,03
760 4899,63 2578,53 3409,34 120,80 120,34 133,89
762 4224,69 2115,67 3957,47 99,86 92,06 127,25
764 454464 4338,73 3459,71 121,91 122,67 95,73
765 4380,45 2460,74 4078,86 122,03 121,67 129,13
769 3391,97 2287,91 3623,66 119,89 120,38 128,59
770 4233,25 2759,95 2965,25 126,62 128,67 125,21
771 4265,45 2916,79 3588,79 117,18 114,66 136,07
772 4526,45 3326,77 3647,31 100,01 97,81 121,23
773 4250,04 2187,60 3893,94 103,03 95,01 95,88
785 4700,02 1348,89 3485,59 115,81 114,25 100,01
791 4288,73 1956,22 3603,29 104,81 98,09 119,61
793 3590,80 1156,44 3460,71 91,35 81,83 102,58
794 4054,23 1158,28 2855,16 93,68 90,48 82,92

Tabela 14. Blups das Testemunhas para os caracteres produtividade de grdos (PG) e altura de plantas (ALT)
para 1° ano, 2° ano e analise conjuntas (dois anos).

Testemunhas PG1°ano PG 2°ano PG Conjunta ALT 1°ano ALT 2°ano ALT Conjunta

Epagri 108 3256,35 4322,35 3456,70 104,27 100,59 108,42
Irat 122 0,00 3313,89 3813,80 0,00 106,90 103,89
Araguaia 3096,12 1888,69 3662,98 104,27 114,16 113,44
Maninjau 3226,63 4534,50 2970,35 104,27 117,71 111,99
IRGA 417 2754,31 2932,83 3839,87 104,27 96,07 121,02
BRS Catiana 3643,73 3808,89 2677,21 104,27 98,74 101,59
BRS Tropical 3254,45 3355,25 4304,65 104,27 103,90 102,99
Ita Puita CL 2874,48 2802,36 3561,79 104,27 96,52 110,10
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APENDICE V - Fotos das RILs SSD e Bulk (planta e sementes) mais produtivas e 0s genitores
dos experimentos de 2017 e 2018, realizados na Fazenda Palmital-GO.
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APENDICE VI — Dados Climaticos médios durante o periodo experimental

Dados Climaticos médios na Fazenda Palmital, Embrapa Arroz e Feijao em Goianira-GO
Goianiara-GO

Vi R2 Vi Vi
Nebulosidade (décimos) 7 7 7 7
Radiacgdo Solar (h) 197 187 168 180
Precipitacéo Total (mm) 161 275 163 203
Temp. Méaxima (°C) 36 32 32 33
Temp. Minima (°C) 22 21 21 22
Umidade Relativa (%) 61 78 80 69

Comprimento Dia (h) 12:14

Fonte: Inmet 2019. 1Periodo Vegetativo (out-nov). 2Periodo Reprodutivo (dez-fev). 3Periodo de Maturagéo (mar-abr).
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APENDICE VII - Artigo Heterosis And Combining Ability For Grain Yield And Earliness In
Accessions Of Rice Core Collection.

FUNCTIONAL PLANT
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HETEROSIS AND COMBINING ABILITY FOR GRAIN YIELD AND EARLINESS IN
ACCESSIONS OFA RICE CORE COLLECTION

2

Mariana Rodrigues Feitosa Ramosl, Jodo Antbénio Mendonga“, Rosana Pereira

Vianelloz, Odilon Peixoto de Morais JL’Jniorl, José Manoel Colombariz, Tereza
Cristina de Oliveira Borbaz, Adriano Pereira de Castroz, Claudio Brondani 2

"Universidade Federal de Goids (UFG), 74.690-900, Goidnia, GO, Brazil
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Abstract: Rice has extensive collections of germplasm, but a small
fraction of genotypes are used in breeding programs worldwide.
This aimed to assess the heterosis and the combining ability for
higher grain yield and earliness, and their correlations to genetic
distance among accessions belonging to the Embrapa’s Rice Core
Collection. Crosses were made in complete diallel, without the
reciprocals, being phenotyped in generations F, and F_for grainyield
(GY) and days to flowering (DTF). It were estimated the varietal
effect, mean heterosis, varietal heterosis, specific combining
abilityand general combining ability (GCA) of the parents in each
generation. For the selection of new lines, the combinations
involving the genitors with the highest magnitudes and positive
effects for GCA were considered more promising for the GY, of
which Canela Curta, Maninjau, Epagri 108 and Diamante stood
out, and were also the most productive. For the DTF, the genitors
with the largest earliness estimates were Araguaia, CT11632, Irat
122, Pratinha Branco and Tox 503. The recommended parameters
for estimating GY in F, generation from the data of the F,
generation were the mean of GY, GCA and the mean Rogers-W
genetic distance coefficient. Crosses with Rogers-W distance
coefficients above 0.9 showed higher GY and earliness in F,
generation, whereas in F, the superior crosses were those that
showed Rogers-W between 0.7 and 0.89. The above genotypes and
the specific combinations identified may lead to new rice
cultivars.

Keywords: Oryza sativa, diallel analysis, genetic divergence, SSR
markers, molecular breeding
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Introduction

Most breeding programs of self-pollinating species, such as rice, generate segregating
populations of biparental crosses between elite genitors, usually genetically related, for the
development of cultivars. This strategy aims to ensure success in obtaining new superior
inbred lines through recombination among parents who already accumulate many
favorable alleles, since successive generations of self-fertilization from the F, generation
do not promote sufficient recombination to increase the transgressive frequency of
favorable gene combinations (Dennis et al., 2008). However, this uniformity, in addition to
limiting the annual genetic gain in grain yield, makes the elite germplasm of these programs
genetically uniform, and more likely to be susceptible to pests and diseases (Huang et al.,
2014).

An alternative to increase the exploration of the potential variability to be worked by
breeding programs is the better organization of the genetic resources available in genebanks,
through core collections formed by a smaller set of accessions representing the largest
fraction of genetic variability of the total collection (Brown, 1989). For rice, core
collections have already been developed for the germplasm stored in countries such as
Brazil (Abadie et al., 2005), the U.S.A. (Yan et al., 2007) and China (Zhang et al., 2011).
However, there would be a multitude of possible crossings to be made with such
accessions with intent to broaden the genetic base useful to the breeding program. The
most widely used method for selecting parents is diallel analysis, which allows for
estimating combining ability, a term introduced by Sprague and Tatum (1942).

Diallel analysis permits to infer the potential of each genitor to provide superior hybrid
combinations, the gene action that controls the traits involved, and the existence of
heterosis, providing the opportunity to identify and develop superior lines (Huang et al.,
2015). The general combining ability generates information regarding a set of genes of
predominantly additive effects, and the specific combining ability is related to a set of
genes of dominance and epistatic effects (Asfaliza et al., 2012; Fasahat et al., 2016).

The use of molecular markers for genetic characterization of germplasm
offers real benefits to increase efficiency at various stages of breeding programs and can
be adopted with high accuracy and at reduced costs for, as examples, cross validation,
certification of cultivars and determination of seed lot genetic uniformity. The objective of
this study was to assess the heterosis and the combining abilityfor highergrain yield and
earliness, and their correlations to genetic distance among accessions belonging to the
Embrapa Rice Core Collection.

Material and Methods

Among the 550 accessions of the Embrapa Rice Core Collection, the 12 genotypes
selected were the most productive in a previous experiment (Bueno et al., 2012) carried
out at Palmital Farm (Goianira, GO), which belongs to Embrapa Arroz e Feijdo. Those
included five landraces, two Brazilian cultivars and five genotypes from abroad (Table
1). The 12 genotypes constituted the group of parents of the complete diallelic crosses
without reciprocals, which resulted in 66 combinations of crosses. During the experiment
in generation F,, and during the process of advance of generations, five of the 66
combinations (Bico Roxo x Lageado, Canarinho x Lageado, Canarinho x Bico Roxo,
Diamante x Bico Roxo and Diamante x Irat 122) were lost. The F,hybrids were self-
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fertilized to obtain generation F,, which was evaluated through field experiment, at
Palmital Farm, using a randomized completeblock design, with three replications in the
2006/2007 crop season. The plot consisted of 4 rows, each 4 meters in length, and a plot
useful area of 2.40 m? (2 central rows). Afterwards, the diallelic cross group was
advanced in bulk, from generation F, to F,. The F, generation was evaluated in the
2013/2014 crop season, using the randomized complete block design with two
replications, with the same size of the plot and in the same location of the F, generation.

The traits evaluated in the experiments of generations F,and F, were number of days
to flowering (DTF), corresponding to the number of days between sowing and mean
flowering of the plot (50% of flowered panicles), and grain yield (GY), corresponding to the
dried grain weight, in kg ha'. The phenotypic means of the parents and the crosses in the
two generations, adjusted for the year and the block effects, were estimated by the joint
analysis of the two experiments using the following

fixed linear model:

(vi+vj)
2

Vik = B+ +06(hy, +hy +hy+ s + 8, (Eq. 1)

where Y is the observation of the treatment i, in block k, in year j; p is the
constant, inherent to all observations; a, is the effect of the year j; b, is the effect
of block k within the year j; t is the effect of the treatment i, being i equal to
parents or crosses; and e, is the experimental error associated with the observation
ijk, assuming NID N (0, o?), where NID stands for normally and independently
distributed. The interaction treatments versus years were considered as a
component of the experimental error, a necessary condition for the estimation of
the adjusted means of the treatments (Searle, 1971). In addition, treatments and
years were treated as fixed effects for the following reasons: (i) both locations,
represented by the years, consisted of environments with their own characteristics
that were targets of interest for the rice breeding program; (ii) treatments included
lines or parental cultivars selected for desirable traits in the breeding program;
thus, they were not randomly selected. For each generation (year) was obtained
the vector estimation Y, corresponding to the means of treatments adjusted for
effects described in the linear model, and also the covariance matrix [V (Y)] of the
adjusted means for the joint analysis of the genotype group, in accordance with
Morais Janior et al. (2017a).

The combining ability of the accessions was estimated using the Gardner
and Eberhart (1966) method, based on the generational model proposed by Pereira
et al. (2008), with necessary adaptation to the generalized method of diallelic
analysis of unbalanced data, as proposed by Silva et al. (2000). The
justification for using this method is based on the existence of unbalance among
the experimental data, due to the different number of repetitions between some
treatments. The Gardner and Eberhart method (1966) was used in the diallelic
analysis involving the crosses and their parents in the generations F, and F,, thus
allowing for the decomposition of the total heterosis effects in mean heterosis,
heterosis of parents and specific heterosis (or specific combining ability — SCA).
In addition, Cruz and Regazzi (1994) point out that this method is recommended
when there are significant differences between diallelic mean values due to
heterogeneity among parents, and also in the presence of heterosis. Such conditions
are present in the set of crosses due to the different origins of the parents.To
estimate the effects of genitors and heterosis components for each generation, the
following linear model was used:
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(vi +vj) - s
Vike = Bt +0(hy +hy + Iy + s53) + 8
where y,, is the estimated mean of crosses between i and j genitors, in the F,

generation; p is the general mean; vi and vj are the effects of the i and j genitors,
respectively; q is the indicator variable, where q = 0if i=j, otherwise q =1; hk is
the mean heterosis in the Fk generation; hki and hkj represent the heterosis
attributed to the i or j genitors, respectively, in generation Fk; Sijk is the specific
heterosis (or SCA) of the cross between the i and j genitors in the Fk generation;
and eijk 1s the mean experimental error associated with the mean yijk (non-
homogeneous and non-orthogonal). In order to perform a decomposition of the
sum of squares (SS) of treatments, which are non-orthogonal necessity in this
case, adjustments were made in SS (v), SS (hk), SS (hki), SS (hki), SS (Sijk). For
each k, the adapted equation of the general sum of squares hypothesis in linear
models (Searle, 1971) was used for each variation component:

ss — (crR) (cQec)icr

where C it is a matrix of estimate contrasts; B is the solution vector of the
diallelic equation; Q is the covariance matrix of B [V (R)], divided by the mean
square of residue from the joint variance analysis (s2), i.e., ... Q = V(B) s2 .
Information on the structure of V(R) are detailed in Silva et al. (2000) and Morais
Junior et al. (2017b). The constraint matrix was structured, admitting the
following restrictions in the solution space: )i vj = 0; >}j hkj = 0, for each k; and
Ej sijk, for each i and k. From the effects of genitor (vi or vj ) and of genitor
eterosis hkj in the mean of the generations, estimates of the general combining
ability (GCA) of each genitor (gi) were obtained by the expression:

2

1
°"=—Vi’:'h:;f =0!
8i i \.-Zg.

The genitors and diallelic crosses for each generation (F2 and F7) were compared
with the purpose of obtaining the varietal effect, in addition to the estimates of mean
heterosis for all crosses, heterosis of crosses and specific heterosis in F2. All statistical
analyses to obtain adjusted means of treatments and effects were performed using platform
R (R Core Team, 2013). Pearson coefficient correlation analyses between the Rogers
genetic distance modified by Wright (RW) (Wright, 1978), specific heterosis (sij) and the
means of the two characters evaluated were obtained by the Genes program (Cruz, 2013).
The RW genetic distance estimates were determined from the genotyping data of the
parents through 24 SSR markers described by Borba et al. (2009).

Results and discussion

The coefficients of variation (CV%) obtained by the joint analysis of the
experiments, in generations F2 and F7, were 16.98% and 3.65% for GY and DTF,
respectively. These values are considered satisfactory for the experimental design and plot
size adopted for the evaluated traits, in accordance with Silva et al. (2000); thus indicating
a high experimental precision. The control group displayed the highest GY mean, followed
by the group of crosses in generation F7, that were superior to the respective genitors and
the crosses in generation F2,also surpassing the general mean for the trait (Tables 1 and 2).
In the generation advances by the bulk method, the average of crosses in F7 should have
been equal to the average of the genitors, since there is no dominance effects. In addition,
the GY F2 average should have been higher than that of the parents due to the presence of
half of heterosis. According to Charlesworth et al. (2017) these results can be explained by
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the fact that over the course of the inbreeding generations, the most adapted individuals
can generate more descendants due to greater grain yield. For the GY trait, the mean
heterosis referring to generations F2 and F7 was not significant (p> 0.05), which indicates
that crosses in both F2 and F7 generation do not differ from the mean of the genitors.
However, specific heterosis (or SCA) was highly significant, indicating the occurrence of
certain crosses that stood out in relation to the respective parents (positive heterosis) (Table
3). For DTF, there was significance for mean heterosis (p<0.01) in both generations F2 and
F7, indicating that the set of crosses in both generations differs from the mean of the
parents. Although the magnitude of the mean specific heterosis (or SCA), has been reduced
from F2 to F7, it remained significant, indicating the presence of epistasis between loci
involving additive effects (Bhullar et al., 1979).

Grain yield (GY)

The parameters varietal effect (v), varietal heterosis (hv ) and the combining ability
of the parents (gi) in generations F2 and F7 were estimated (Table 4). The varietal
heterosis of a genitor is the difference between the mean of the heteroses of all their
crosses and the mean heterosis of the diallel in the same generation (Cruz and Regazzi,
1994). Therefore, with the significance of varietal heterosis, it can be inferred that the
parent differ statistically from each other in terms of their mean allele frequencies. Canela
Curta, CT11632, Irat 122, Lageado, Maninjau and Pratinha Branco genitors showed
significant estimates of varietal heterosis in generation F2 (hvF2), indicating that these
genitors have a greater divergence in relation to the group of genitors of the diallel for the
GY trait, while CT11632, Irat 122 and Pratinha Branco showed negative effects for this
trait. Varietal heterosis in generation F7 (hvF7) was positive and significant for Lageado
and Maninjau (repeating the result of generation F2), along with the Canarinho, and was
negative and significant for CT11632 and Irat 122 (repeating the result of generation F2),
together with Epagri 108.

Epagri 108, Diamante, Irat 122, Maninjau and Canela Curta showed the highest
estimates (a = 0.05) of varietal effect (i.e. the per se effect) for GY,while the
genitorsLageado, Canarinho, Bico Roxo and Tox 503 showed negative estimates (Table 4).
The Maninjau genitor, in addition to having a prominent varietal effect, increased, on
mean, the GY of the crosses in which it participated, considering the two generations
evaluated. On the other hand, despite having a negative varietal effect, on average,
Lageado also increased the GY in both generations. This demonstrates the importance of
conducting studies to select potential genitors for breeding programs through diallelic
crosses, because, despite the negative and significant varietal effect, Lageado participated
in specific crosses with potential to generate lines with high GY. The genitors that showed
the highest varietal effect also showed the highest values for general combining ability in
F2 and F7, with the exception of Irat 122 (Table 4).

The specific heterosis or specific combiningability - SCA (Sij) is an important
parameter for the identification of the best combinations of pair-on-pair parents (Asfaliza
et al., 2012). Among the 61 combinations evaluated for GY, eight were positive and
significant in generation F2 and two in F7, while the negative and significant estimates
were eight in F2 and three in F7 (Table 5). The trend of reduction of specific heterosis,
resulting from the advances in inbreeding, was already expected, because in F7 generation
the dominance effects are practically null. Thus, contributions in medium and specific
heterosis in combinations in advanced generations, as in F7, are the result of epistatic
effects involving additive effects that have been accumulated with generations of
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selffertilization. In addition, the importance of specific heterosis will be manifested if there
are considerable differences between the average allele frequencies of at least part of the
parents. Therefore, differences between degrees of complementation of frequencies may
also be responsible for the manifestation of this type of combining ability.

Considering the mean SCA values of the cross groups classified as Indica x Indica
(acronym I x 1), Indica x Japonica (I x J), and Japonica x Japonica (J x J), in F2 the highest
mean SCA was between | x | crossings, and the lowest | x J, while in F7, the largest was
between J x J, and the smallest was, once again, for | x J crosses. It is expected that crosses
of type 1 x J show higher heterosis, as reported by Najeeb et al. (2013). However, the broad
genetic diversity of the diallelicgenitors of the present study resulted in the greater
heterosis within the Indica and Japonica groups.

Estimates of varietal heterosis in the early F2 generation were used to predict SCAof
crosses in advanced F7 generation of the diallel. Considering the three genitors that
showed positive and significant varietal heterosis in F2, Maninjau participated in a cross
with positive and significant SCA (with Pratinha Branco) and one with negative and
significant SCA (with Araguaia) in F7, while Canela Curta participated in a cross with
negative SCA (with Canarinho) (Table 5). Considering the three genitors with negative and
significant varietal heterosis in F2, CT11632 and Pratinha Branco were present in a cross
with positive SCA in F7 (with Araguaia and Maninjau, respectively), whereas CT11632
and Irat 122 were genitors of a cross with a negative value of SCA in F7, as result of
depression by endogamy.These results indicate that estimates of varietal heterosis were not
a good predictor for SCA in F7,and this has implications for the use of generation F2 to
predict the potential crosses with higher GY in F7. According to Gartner et al. (2009),
specifically regarding GY, heterosis can vary very strongly depending on the specific
combination, and in this case the selection of the best parental combination may be
erroneously determined. Additionally, one of the ways to improve the heterosis prediction
would be the use of molecular markers to infer the complementarity between the genitors.
The genitors with the highest general combining ability (GCA) values (gi) can be included
in breeding programs of self-pollinatingcrops in order to develop genotypes that exceed
their genitors in advanced generations (Fasahat et al., 2016). In the present study, of the 12
genitors evaluated, four showed high and positive in both generations (Canela Curta,
Diamante, Epagri 108 and Maninjau). At least one of these four genitors was involved in
the 20 most productive combinations, and in only four of the 20 least productive
combinations in F2, while in F7 they were present in 19 and four combinations,
respectively. In addition, these genitors also had outstanding per se productivity, as they
were among the five most productive in the joint analysis of generations F2 and F7,
demonstrating the importance of the contribution of its additive effects (Table 1). Huang et
al. (2015) also observed that parents with higher GCA showed higher productivity
performance. Of the four parents with high gi, only Maninjau was positive and significant
in the five estimates evaluated for GY (Table 4). In self-pollinating species, defining the
combining ability of a given genotype in very early generations may lead to an erroneous
conclusion about their capacity to derive promising inbred lines, because for these species
is not important the effects of dominance, but the additive effects of homozygous loci
(Lorencetti et al., 2006; Bertan et al., 2009). GCA is usually related to genes in additivity
(Huang et al., 2015), suggesting that selection for the GYtrait could be performed in early
generations (Asfaliza et al, 2012). However, non-additive interactions are markedly present
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in early generations, such as dominance, over-dominance, and epistasis, which are difficult
to work with in the progeny due to low heritability and interactions with the environment
(Liu et al., 2015; Morais Janior et al., 2017b), which may induce an error in the choice of
genitors with greater productive potential.

Earliness analysis

As described in this study, the Epagri 108, Diamante, Maninjau and
CanelaCurtaaccessions were recommended as potential sources for obtaining lines with
greater productive potential. With the exception of CanelaCurta, these genitors had a
varietal effect (per se) that was favorable and significant for earliness in flowering.
However, for the other estimated parameters, only Maninjaushowedearliness, and only as
GCA in generation F7. In addition, it was observed that GY specific heterosis correlated
positively with DTF specific heterosis, indicating that the most productive combinations
were also the latter ones (p <0.01). Late flowering in rice allows higher biomass
accumulation, and consequently higher productivity (Jung and Miller, 2009; Gao et al.,
2014), while very early varieties have comparatively lower productivity (Shahriar et al.,
2014). On the other hand, the parents that generated earlier specific combinations,in both
F2 and F7, were BicoRoxo, Canarinho, Irat 122 and Lageado. Of these, only Irat 122 had a
significant GCA for earliness (in F2 and F7), along with Araguaia, CT11632,
PratinhaBranco and Tox503 (Table 6). For DTF in generation F2, all the parents were
present in at least one cross that showed positive and significant SCA (increase in the
cycle), with particular emphasis on Pratinha Branco (present in four crossings). The
Maninjau accession, on the other hand, was present in three crosses thatshowedGCA which
significantly decreased the cycle (Table 7). In F7, however, Canela Curta participated in
three crosses with negative and significant SCA, while Bico Roxo, Lageado, Araguaia, Irat
122 and Maninjau did not participate in crosses with negative and significant SCA for
DTF. In the case of Maninjau, a prominent genitor for GY, none of the three crosses in
which it participated showed SCA for earliness in F7 (Table 7).

SSR markers to predict GY and earliness

One of the main applications of combining ability estimation is the possibility of
defining heterotic groups which, for example, form the basis of hybrid programs of rice (Li
et al., 2008) and corn (Fasahat et al., 2016). Molecular markers with high PIC
(Polymorphism Information Content) can be used to predict the performance of hybrids
(Soni et al., 2018), but the correlation is highly dependent on the predictive capacity of the
model and the genetic structure of individuals (Dan et al. , 2016). In the present study, no
significant correlation was found between the genetic distance of the parents, obtained by
the Rogers-W coefficient (RW acronym), and the specific heterosis in F2 and SCA in
F7generations (data not shown). The mean RW distance of the group of genitors, obtained
by the panel of 24 SSR markers, was high (0.88; Table 8), and is usually reported in groups
of genotypes with great genetic variability, which is indicative of unadapted accessions
(Borba et al., 2009).
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From the mean genetic distance data of the parents at each crossing, the overall mean
for each parent was obtained. In accordance with this criteria, the most divergent were
Epagri 108 and lIrat 122 (both with RW = 0.93), and the least divergent was Lageado
landrace (0.71). The diallelic combination with the lowest RW distance occurred between
Pratinha Branco x Canela Curta landraces (0.45), while 21 combinations showed
maximum distance (1.0). Considering the groups formed in accordance with the origin of
the materials, the largest mean distance was in crosses between improved varieties from
Brazil (IVB x IVB) and between improved varieties from other countries (IVC x IVC)
(RW = 0.92). Crossings between landraces (LRC x LRC)showed smaller mean distance
(RW = 0.74) in relation to those two groups. This result indicates that the materials
developed by rice breeding programs analyzed in this study have good genetic diversity.
With the mean RW values (RWm), calculated from the RW of each genitor of a given
cross, classes comprising high genetic distance (classes 1 and 2, RWm 0.9 to 1),
intermediate (classes 3 and 4 , RWm 0.7 to 0.89) and low (class 5, RWm less than 0.7)
were obtained (Table 9). Class 1, with 21 crosses, resulted in the highest GY average in
generation F7, while class 3, with 16 crosses, showed the highest GY average in F2. Class
4, with 11 crosses, showed the highest earliness average in generation F2, while class 2,
with 9 crosses, had the highest earlinessaverage in generation F7. Crosses belonging to the
two classes with the greatest RWm (classes 1 and 2) resulted in the combinations with
higher GY average and earliness in F7, while in F2, the combinations of genitors with the
highest mean GY and earliness belonged to the classes with intermediate RWm genetic
distances (classes 3 and 4).Based on these results, in theory, in a breeding program that
uses routinely the germplasm genotyping with molecular markers, pairs of genitors with
intermediate RWm values should be chosen, in order to generate superior individuals early
in F2 generation. If in such programs the objective would be to proceed the generation
advancement of progenies (e.g., by bulk method), for selection of lines in advanced
generations, pairs of genitors resulting in highRWm genetic distance between them should
be chosen.
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Table 1. Adjusted means (considering F, and F.) for grain yield (GY, in kg ha?) and days to flowening (DTF) of
the diallel genitors and the check cultivars used in the experiments. I: Oryza safiva subspecies Indica, J- O. sativa

subspecies Japonica.
Genotypes Code Iy Country  Group® Grain Yield** DTF
Genitors
Bico Roxo BGA012924 I Brazil LRC 44410 e 12853 a
Canarinho BGAD13974 I Brazil LRC 3054.0 f 12593 b
Canela Curta BGAOD13191 I Brazil LRC 6645.0 b 10722 ¢
Lageado BGAD13263 I Brazi. LRC 286433 f 12870 a
Pratinha Branco BGAD13619 i) Brazil LRC 5348.50 d 9072 e
Araguaia BGA004206 ) Brazil VB 4814.50 e 8539 g
Diamante BGAOO48%9 I Brazil LRC 7523 83 a 9955 d
Epagril08 BGAO10688 I Brazil VB 7772.66 a 10055 d
CT11632 BGAO009115 ) Colombia vC 5BB1.83 c 8922 f
Irat 122 BGA004752 J France wcC 706766 a 10189 d
Maninjau BGA006910 I Indonesia wcC 6991.66 a 9289 e
Tox 503 BGAQ04788 ) Nigerna VC 4579.66 e 8955 f
Check cultivars

BRES Alvorada - I Brazil 733787 a 10133 a
ERS Irga 409 - I Brazil 7204.10 a 9420 b
BRS Taim - I Brazil 688732 b 9933 a
BRS Irga 424 - I Brazil 672032 b 8733 c

* LRC: landrace; IVB: improved varieties from Brazil; IVC: improved varieties from other countries.

#% Means followed by equal letters in the column do not differ from each other by Scott-Knott test at 5% probability.

Table 2. Joint analysis of variancs involving the two zenerations (F, and F.) for the traits of grain yield (GY) and

days to flowening (DTF).
v GY DTF
DF 55 MS DF 55 MS
Generation (K) 1 37,192,043 37,192,043 1 12 12=
Block® = 6,620,976 1,655 244= = 98 24=
Croup (G) 3 55,990,222 183,663,407 3 1,400 466
Treatment/G 134 1,072.307.950 8.002,298™ 134 32311 241
Tiallel/G (D) 131 1,070,999 237 8.175,567" 131 31,592 241
Genitors/G (P) 11 172,678,855 15,698,078" 11 14924 1,356™
F1Cmssi.ng5.-'G (Cz) 60 700,049,229 11,667 487" 60 12,664 211
FI_,Cmssi.ngs.-'G (c.) 60 198,266,541 3.304 4427 60 4007 66"
Checks/G (T) 3 1297 684 432 561" 3 mn7 239=
Residues 307 341,332,399 1,111,832 313 4196 13
General Means 621095 10041
Genitors 561766 c# 102,36a#
F, Crossings 483402d 9477 b
F. Crossings 6.67449 b 9123 ¢
Checkers 703024 a 9556 b
F, Generation 497229 b 9591 a
F. Generation 6.726,97 a 9325 b
ov% 1698 3

**_ps: significant at 1% probability and not significant by the F test, respectively.
#\eans followed by equal letters in the column do not differ from each other by Scott-Knott test at 5% probability.
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Table 3. Variance analysis of the non-orthogonal decomposition of the sum of squares for grain yield (GY) i kg ha?!
and days to flowering (DTF).

FV GY DTF
DF sS MS DF  S§ MS

Treatments 131 1.07 817,556,669 ™ 131 315.92 24127
Varieties 11 1.79 163,162,693 ™ 11 148.66 135147
Het.inF, 60 424 706,088,028 ~ 60 191.02 31847
 MeanHet. F, 1 276 2,759,158 = 1 28830 288307
hF, 1 741 673308136 © 11 339 308.2"
&F, 48 3.56 742,306,008 ¥ 48  295.45 616"
Het. inF, 60 144,001,440 2400024 ¥ 60 82535 137.6"
Mean SCAF, 1 3,209,152 3,299,152 ® 1 21428 21428
i F, 11 53881976 489,836,145 © 11 26153 237.8"
§F, 48 982,276,130 20,464,086 * 48 1546116 322

Residue 307 3,41 111.183.192 313 4,196,924 134,057,508
cvee 1820 s

** ns: significant at 1% probability and not significant by the F test, respectively.

Tahle 4. Esimares ofthe effects of variedies (¥), varieral heterosis in the generations F (W F ) and F (hE.), general combining abiliy (¢ and g ) and mean hegerpsis, for
o 3 § l...xl F’.'l 7
he grain vield among twelve genitors, in kgha™.

GEMTTS T ]1‘_1‘q h|_FT o, g

Canela Curta, 105322 * 1148217 30258 ™ 167482 82019
Araguaia SI7727 = 735 ¢ TR ¢ 46410 36736
Bico Rosa 873700 ¢ 33609 v 842 ¢ 973.03 44527
Canannho 226512 7 53606 ¢ 93234 ¢ -37639 20001
CT11632 29005 = 78237 " B3R 7 £3733 71416
Diamante 193205 ° 49411 ™ 32266 47191 64336
Irat122 147588 " 88636 " -1.0024 " 14862 26446
Lageado 31605 " BRAT44. 1035790 69331 324 46
Manimau 139988 ° osq74 1000347 164469 170029
Pratinha Branco S4327 = 57700 ° 20441 ¢ 69933 -326.06
Tox 303 M2t 2003 o 700 AR50 40A W1
Epagn 108 218088 " 20328 =+ 337 ' 88713 365.74
MeanHsternsis 28788 = 14893 ~

Genaral Maan 57010

CV (%) 1820

g not eimnificant. " angd - sirmificant by the t teet, 3% and 1% probabdity, respectively.

Table 5. Estimates of specific heterosis (% ) of the crossesin F, (above the diagonal) and specific combining ability (in %) F_ (below the diagonal) for the grain vield. in
kgha : i

¥ F, C.Curta Araguaia B.Roxo Canarinhe CT11632 Diamante Irat122 Lageado Maninjau P.Branco Tox503  Epagri 108
Canela Curta - 360027 -26330 17511 63692 -192817" 4684 161515 -1,12122 -38497 14389 124868
Araguaia 356 - 66278 -1451.88" 107183 -173493" 42180 -102501 -1573.7" 95028 T11.40 -789.16
Bico Roxo 26748 49746 - NA -883.80 NA 47303 NA 1677257 128411 63248 1,196 .69
Caparinho  -1,93228" 43477 NA - J1.72447° 3265047 27793 NA 9.005.7 -2,175.52" 616.60 66728
CT11632 7936 161841 40383 20207 - -329267 -14873 -1,1681 -15329 2866.197147081* -36423"
Diamante 18034 20889 NA -3304 413.69 - NA 212115 38405 34406  -TE6.60 50098

Irat 122 1.639.66 379.71 14463  -627.12 -2,208.98" NA - -77332 25751 43246 18539  1.669.32"
Lageado 206.66 79321 NA NA -16.48 10420 4131 - 1.839.38" 2202657 -1.107.77 T03.15
Maninjau -69.58 -2598.03" -67.11 157162 40023 63323 96443 -11183 - 1.11690-1,20047  -339.04
Prat. Brance -20573 -246.1%8 304351 -745.02 -16438 28840 -100.08 -1061.08 259266 - 1,82451" 61903
Tox 503 -33548 20406 -2751 53172 137.86 3165 117816 -1.01683 24001 -14823 - -1,15743

Epagri 108 43346 -3009%8 32836 59817 -33.18 -83820 51661 13261 43036 131.71 -342.03 -
MNA: missing crosses.” gngd ™ significant by that-tast, 3% and 1% probability, respactively.
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Table 6. Estimates of the effects of varieties (¥), varietal heterosis in the generations F (R F ) and F (h F), overall combining ability @}_‘m gF) and mean heterogs, for
s 15 o

the trait days to flowering among twelve rice genitors.

GENITORS v hF, hE 2 e

#/Canela Cutta 296" 174 - 190 368
Araguaia 298 396" 599 502
Bico Roxa 761" 831" 488 28
Canarnho 448 713" 681 416
CTI11632 164 349" 542 357
Diamante 2.59 148" 070 259
Lat122 5 546 269" 519 343
Lageado 2535 6.69' 851" 598 416
Maninjan 236° 306 287
Pratiha Brance 379" 414 232
Tox 503 353 594 337
Epagi 108 2 328° 126 188
Mean Heterpsis - 118" :

General Mean
V(%)

10335
354

ns: not significant. ' and "' significant by the t-t=st. 5% and 1% probebility, respectively.

Table7.Estimates of specific heterosis &) of crossesinF (abowethe diagonal) and specific combiningability(§")inF_(below the diagonal) for the trait days to flowering.
i 2 i

;_f C.Curta Araguaia B.Roxo Camarinhe, CT11632 Diamante Irat122 Lageado Maninjau P.Branca Tox 503 Epagril08
Canela Curta, B 787" 254 507" 295 236 117 563 242 247 EXEH 5627
Araguaia 2,00 - 0,96 328 2,03 042 128 226 628" 0,16 271

Bica Rose 3,79 1,00 - 328 225 574 2,00 401" 1290 061"
Canarinho, 141 138 NA 0,61 377" 258 NA 033 469" 0,08

CT11632 486" 0,84 2,95 0,16 - 149 1,14 ERNIN 3610 633" 738"

Diamante 848" 131 NA 151 0.73 - NA 460" 047 052 072

Irat 122 6,00 0,80 1,40 602" 225 NA - 375" 041 1.86" 1.16

Lageado 381 338 NA NA 266 1.01 297 - 109" 5,80 3,00

Maninjan 136 136 1,63 333 0,19 346 1.05 1,03 - 511 0,38

Prat. Branco 641" 270 1,50 3,88 184" 231 1.20 188 814" - 411"

Tox 503 644" 1,14 0,15 4, 169 696" 0,05 033 149 036" -

Epagri 108 7317 330 2,09 47" 406 228 230 221 0,76 0,61 426 -

NA: missing crosses.

significant by tha t-test, 3% and 1 % probability, respectivaly.

Table 8. Genetic distance (RW coeffident) among pairs of diallel parents. (*) - distances of the crosses that were not evaluated for grain vield and days to flowering. Mean
RW: Mean of the distances between a genitor and all other genitors.

'Mean BEW  Genitors Lageado BicoRoxo Canannho CanelaCuta  PrativhaBranco  Epagn 108 Diamante Araguaia Mampingau Irat122 CT11632
0.72 Lageado 0.00

091 BicoRoxa 066 (%) 000

09835 Canarinho 061(%) 091(% 0.00

0.84 CanelaCurta 039 082 1.00 0.00

0.87 PratinhaBranco 060 0.77 1.00 043 0.00

0.93 Epagm 108 0.34 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00

0.90 Diamante 079 0.89 (%) 0.89 1.00 1.00 0.80 0.00

0.88% Araguaia 0.73 0.89 0.89 0.89 087 097 1.00 0.00

091 Maninjau 0381 1.00 0.89 1.00 1.00 0.79 071 095 0.00

0.93 Irat122 0.79 0.89 1.00 1.00 1.00 091 091 (%) 0.94 090 0.00

0.83 CT11632 0.60 087 087 0.74 0.83 0.97 094 071 094 0.87 0.00
092 Tox 303 073 1.00 1.00 0.77 1.00 1.00 096 0.3% 1.00 1.00 079

Table 9. Mean grain vield (GY, in kgha™) data and number of days to flowering (DTF) in RW genetic distance classes.

Class RWm range* Number of Crosses GY average F2 GY average F7 DTF average F2 DTF average F7
1 1(1) 21 36021 63463 955 918
2 0.9-0.99 (0.94) 9 36303 3864.1 903 365
3 0.8-0.80(0.87) 16 30014 38749 944 90.7
4 0.7-0.79 (0.76) 11 30536 54806 806 280
5 <0.7 (0.36) 4 47770 33263 911 893
* Between parenthesis: Average of mpan RW within each class
Conclusions

On average, the Lageado and Maninjau genitors contributed to increase the grain
yield of the combinations that they were part of, in both generations, while the CT11632
and Irat 122 genitors showed the opposite behavior.The genitors that showed the highest
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varietal effect and general combining ability for GY in generations F2 and F7 were Epagri
108, Diamante, Maninjau and Canela Curta; thus they can be recommended for the
breeding program as important genetic assets to obtain lines with greater grain yield
potential. Regarding days to flowering, the genitors with the largest earliness estimates
were Araguaia, CT11632, Irat 122, Pratinha Branco and Tox 503. The most suitable
parameters for estimating grain yield in generation F7, from the data attained from F2,were
the average grain yield, general combining ability and the RW genetic distance between
pairs of genitors, obtained through genotyping using SSR markers.
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