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Apresentacéao

O arroz é cultivado entre as latitudes 55°N e 36°S, sob diversos ecossistemas e, no
Brasil, os sistemas de cultivo s&o o irrigado e o de terras altas. A produgdo do arroz
duplicou entre 1966 e 1990, principalmente devido ao lancamento comercial de
cultivares altamente produtivas. Contudo, o uso intensivo do germoplasma melhorado
de arroz, altamente aparentados entre si, como genitores de programas de
melhoramento, reduziu a variabilidade genética disponivel para se realizar a selegdo.

Existe, atualmente, uma necessidade urgente de desenvolver cultivares de arroz com
maior potencial produtivo e estabilidade da produgdo do que as disponiveis hoje.

A ampliagdo da base genética do arroz, através da incorporacéo genétipos com grande
variabilidade genética como novos genitores do programa de melhoramento, permite
gue novas combinacdes alélicas possam ser obtidas e selecionadas, resultando em
cultivares comerciais que atendam as demandas de producéo da cultura. A utilizacdo
de marcadores moleculares abre a possibilidade de obtencéo de estimativas da
diversidade genética de acessos armazenados em bancos de germoplasma com muito
maior precisao do que as baseadas unicamente na andlise morfoldgica.

Com a publicagéo deste documento, pretende-se disponibilizar aos interessados
no tema, um estudo de caso sobre a utilizagdo de marcadores microssatélites no
melhoramento populacional do arroz, realizado na Embrapa Arroz e Feijdo.

Beatriz da Silveira Pinheiro
Chefe-Geral da Embrapa Arroz e Feijao
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Tereza Cristina Oliveira Borba
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Paulo Hideo Nakano Rangel

Elcio Perpétuo Guimaraes

Introducéo

O arroz (Oryza sativa) possui uma das maiores colecfes de germoplasma dentre as
espécies de interesse comercial, e estima-se que existam no mundo ao redor de
120.000 variedades diferentes de arroz (Khush, 1997), resultantes de um
processo continuo de selecédo e adaptacéo a diversos ambientes. O arroz é
cultivado entre as latitudes 55°N e 36°S, sob diversos ecossistemas, e no Brasil,
os sistemas de cultivo sdo o irrigado e o de terras altas. A producéo do arroz
duplicou entre 1966 e 1990, principalmente devido ao langamento comercial de
cultivares altamente produtivas. Contudo, o uso intensivo do germoplasma
melhorado de arroz, altamente aparentados entre si, como genitores de programas
de melhoramento, reduziu a variabilidade genética disponivel para se realizar a
selecdo. Esta é a principal causa apontada para a estagnacéo dos patamares de
produtividade alcancada pelas cultivares modernas de arroz (Rangel et al., 1996;
Tanksley & McCouch, 1997). Além disto, a limitada variabilidade genética
disponivel para o programa de melhoramento tem resultado em cultivares mais
suscetiveis a pragas e doencas.

O aumento da populagdo mundial projeta um acréscimo de 290 milhdes de toneladas
anuais em relacdo a produgao atual de 560 milhges de toneladas, em um cenario que
inclui a reducao da area de plantio devido a degradagao dos recursos naturais e o
aumento da urbanizagdo (Khush, 1997; Tanksley & McCouch, 1997). Deste modo,
existe uma necessidade urgente de desenvolver cultivares de arroz com maior
potencial produtivo e estabilidade da producéo do que as disponiveis hoje.
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A ampliacdo da base genética do arroz, através da incorporagdo genétipos com
grande variabilidade genética como novos genitores do programa de
melhoramento, permite que novas combinacdes alélicas possam ser obtidas e
selecionadas, resultando em cultivares comerciais que atendam as demandas de
producao da cultura. A utilizacdo de marcadores moleculares abre a possibilidade
de obtencao de estimativas da diversidade genética de acessos armazenados em
bancos de germoplasma com muito maior precisédo do que as baseadas
unicamente na andlise morfologica. Acessos com perfis de DNA mais distintos
em relacdo as linhagens e cultivares comerciais provavelmente contém um
numero maior de novos alelos de genes relacionados a caracteristicas de
interesse (Tanksley & McCouch, 1997). Identificados os acessos de arroz
geneticamente mais divergentes, existem duas estratégias que podem ser
utilizadas para a exploragao destes recursos genéticos pelo programa de
melhoramento: o retrocruzamento e a selegéo recorrente.

O método de retrocruzamento é geralmente utilizado para melhorar um carater
deficiente de uma cultivar (Fehr, 1987). Dois ou trés retrocruzamentos séo
necessarios, na diregdo do parental cultivado, quando o retrocruzamento envolve uma
cultivar como parental recorrente e um germoplasma exético (variedades tradicionais e
espécies silvestres) como parental doador. Isto permite gerar uma progénie sem as
caracteristicas indesejaveis incorporadas do germoplasma exético, herdadas devido a
ligacdo génica com o gene de interesse deste germoplasma. Neste caso, a ampliagdo
da base genética esta restrita a estas regifes gendmicas incorporadas.

A criacao de populacdes com ampla base genética e sua administracdo através
da selecao recorrente tém a vantagem de possibilitar o ganho genético em
sucessivos ciclos de melhoramento (Rangel et al., 2000). Hull (1945) reportou,
pela primeira vez, a sele¢do recorrente como um método para selecionar e
intercruzar familias selecionadas, geracao apos geracao, a fim de obter a
recombinagdo genética e desenvolver populagdes melhoradas. A caracteristica
ciclica do procedimento de sele¢éo recorrente permite o desenvolvimento de
séries de linhagens para avaliacdo, selecao e recombinagcdo em cada ciclo.
Progénies derivadas destas linhagens podem resultar em novas cultivares com
ampla base genética, se a populacao original possuir alta variabilidade genética.

Apesar de gerar diversos genétipos para o programa de melhoramento de
arroz irrigado e de terras altas no Brasil, somente um destes foi langado como
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cultivar comercial, no ano de 2002 - a cultivar SCS BRS-113 Tio Taka
(referida como Tio Taka, Figura 1). Esta cultivar, resultante de um esforgco
cooperativo entre a Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) e
a Epagri (Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa
Catarina), foi a primeira derivada de um programa de melhoramento
populacional de arroz no mundo. Ela foi obtida da populacdo de selecéo
recorrente CNA-IRAT 4, que foi desenvolvida para explorar a variabilidade
genética do grupo indica, a partir do intercruzamento de dez linhagens e
cultivares de arroz: BG 90-2, CNA-7, CNA-3815, CNA-3848, CNA-3887,
Colébmbia 1, Eloni, Nanicdo, UPR 103 80 1 2, e IR 36 (fonte de macho-
esterilidade genética, de acordo com Singh & Ikehashi, 1981). Apés dois
ciclos de selecgédo recorrente completo, um grupo de familias foi selecionado
da populacdo CNA-IRAT 4 para ser avaliado preliminarmente em ensaios
multilocais. Apds cinco anos de avaliacdo e selecao, a linhagem SC 169 foi
escolhida no Estado de Santa Catarina, mostrando alto potencial de producédo
de grédos, resisténcia a doenca brusone e tolerancia a toxidez de ferro. Por
trés anos, a SC 169 foi avaliada em experimentos de produtividade em Santa
Catarina produzindo, em média, 8.861 kg/ha, sendo significativamente mais
produtiva que as outras linhagens e testemunhas. A SC 169 recebeu o nome
de SCS BRS 113 - Tio Taka. As principais caracteristicas desta cultivar sdo:
alto potencial de producéo, baixa estatura de planta (100 cm), resisténcia ao
acamamento, alta capacidade de perfilhamento, e alto rendimento de engenho
e qualidade de coccéo.

Fig. 1. Lavoura
plantada com a
cultivar Tio Taka.
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O aumento da disponibilidade de marcadores genéticos altamente
polimérficos e seu custo decrescente para genotipagem tém possibilitado
um alto poder de resolucdo do relacionamento bioldgico entre individuos
(Presciuttini et al., 2002). Marcadores microssatélites, também conhecidos
como SSR (Simple Sequence Repeat), tém sido amplamente utilizados em
analise genética devido a sua alta capacidade de detecgédo de alelos, em
comparacao a outras classes de marcadores moleculares (Rafalski et al.
1996). O arroz possui uma grande série de marcadores microssatélites
disponiveis, desenvolvidos tanto a partir do seqiienciamento do genoma do
arroz, quanto de bibliotecas gendmicas enriquecidas para sequéncias
microssatélites (Chen et al., 1997; Brondani et al., 2001). Este grande
nimero de marcadores permite que se faca a selecdo dos marcadores mais
informativos e bem distribuidos no genoma do arroz.

Melhoristas exploram a variabilidade genética do arroz através da selegédo
recorrente, fundamentalmente por que as linhagens ou cultivares produzidas
utilizando esta metodologia podem combinar genes de varios genitores da
populacgéo base, e com isto terdo maior variabilidade genética do que as
cultivares comerciais em uso. Este trabalho, utilizando os dados referentes
ao desenvolvimento e andlise molecular da cultivar Tio Taka, discute a
importancia de se criar populacfes de ampla base genética para o programa
de melhoramento, e a possibilidade da utilizacdo de marcadores moleculares
para determinar a variabilidade genética do arroz e monitorar esta
variabilidade nos diferentes ciclos de recombinacao de populagdes de
selecdo recorrente.

Estudo de Caso - Analise Molecular da Cultivar Tio
Taka por Marcadores Microssatélites

O material vegetal utilizado neste estudo incluiu a cultivar Tio Taka, dez
genitores da populacdo CNA-IRAT 4 (que deu origem a esta cultivar), 43
cultivares comerciais de arroz, 14 linhagens, nove acessos de arroz vermelho
(O. sativa L.), 14 variedades tradicionais de arroz e quatro acessos da espécie
silvestre Oryza glumaepatula (Tabelas 1 e 2).
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Tabela 1. Genitores da populacao de selecdo recorrente CNA-IRAT 4 e suas

respectivas genealogias.

BG 90-2

CNA 7

CNA 3815

CNA 3848

CNA 3887
Colémbia 1

Eloni

Nanicéo

UPR 103-80-1-2
IR 36 (msms)

IR 262/Remadija

T 141/IR 665-1-1-75-3

CICA 4/BG 90-2//SML 1517

IR 36/CICA 7//5461

BG 90-2/Tetep//4440
Napal/Takao IKU 18

IR 454/SML KAPURI//SML 66410
Variedade Tradicional

IR 24/Cauvery

IR 36 mutante macho-estéril

Tabela 2. Relagdo dos 95 genétipos avaliados no estudo por marcadores SSR.

1. Tio Taka

2. BG 90-2 (*)
3. CNA 3815 (*)
4. Upr1038012 (¥
5. CNA 3848 (*)
6. CNA 3887 (*)
7.IR 36 (%)

8. Eloni (*)

9. Coldmbia 1 (*)
10. Nanicdo (*)
11. CNA 7(%)

12. AS 3510

13. Basmati 370
14. BlueBelle

15. BR IRGA 409
16. BR IRGA 410

Cultivar
Linhagem
Linhagem
Linhagem
Linhagem
Linhagem
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Variedade Tradicional
Linhagem
Linhagem
Cultivar
Cultivar
Cultivar
Cultivar

49, CNA 8502
50. CNAi 8859
51. CNAi 8860
52. CNAi 8870
53. CNAi 9025
54. CNAi 9051
55. CNAi 9150
56. CNAi 9606
57. CNAi 9687
58. CNAi 9705
59. CNAi 9747
60. CNAi 9748
61. CNAi 9834
62. CNAi 9838
63. Diamante

64. EEA 406

Linhagem
Linhagem
Linhagem
Linhagem
Linhagem
Linhagem
Linhagem
Linhagem
Linhagem
Linhagem
Linhagem
Linhagem
Linhagem
Linhagem
Cultivar
Variedade Tradicional

continua...
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Continuacdo... Tabela 2.

17. BR IRGA 411 Cultivar 65. Embrapa 6 Chui Cultivar

18. BR IRGA 412 Cultivar 66. Embrapa 7 Taim Cultivar

19. BR IRGA 413 Cultivar 67. Epagri 109 Cultivar

20. BR IRGA 417 Cultivar 68. Gen 1 Arroz Vermelho
21. BR IRGA 418 Cultivar 69. Gen 11 Arroz Vermelho
22. BR IRGA 419 Cultivar 70. Gen 13 Arroz Vermelho
23. BR IRGA 420 Cultivar 71. Gen 141 Arroz Vermelho
24. BRS Agrisul Cultivar 72. Gen 145 Arroz Vermelho
25. BRS Atalanta Cultivar 73. Gen 19 Arroz Vermelho
26. BRS Bigua Cultivar 74. Gen 2 Arroz Vermelho
27. BRS Bojuru Cultivar 75. Gen 752 Arroz Vermelho
28. BRS Bonanga Cultivar 76. Gen 9 Arroz Vermelho
29. BRS Firmeza Cultivar 77. R 22 Cultivar

30. BRS Formoso Cultivar 78. 1R 8 Cultivar

31. BRS Jaburu Cultivar 79. IR 841 Cultivar

32. BRS Ligeirinho Cultivar 80. Javae Cultivar

33. BRS Ouro minas Cultivar 81. Jequitiba Cultivar

34. BRS Pelota Cultivar 82. Marajo Cultivar

35. BRS Soberana Cultivar 83. Maravilha Cultivar

36. BRS Talento Cultivar 84. Metica 1 Cultivar

37. Pacholinha (CA 780320) Variedade Tradicional 85. 0. glumaepatula P Espécie Silvestre
38. Precoce (CA 780403) Variedade Tradicional ~ 86. O. glumaepatula RN Espécie Silvestre
39. Matao (CA 800120) Variedade Tradicional 87. 0. glumaepatula RS  Espécie Silvestre
40. Saquarema (CA 840018) Variedade Tradicional 88. 0. glumaepatula VG  Espécie Silvestre
41. Lageado (CA 840075) Variedade Tradicional 89. Oryzica 1 Cultivar

42. Palha Murcha (CA 840165) Variedade Tradicional ~ 90. Paga Divida Variedade Tradicional
43. Japonés (CA 940002) Variedade Tradicional 91. Rio Grande Cultivar

44. Farroupilha (CA 940007) Variedade Tradicional ~ 92. Séo Francisco Cultivar

45. Cateto (CA 950011) Variedade Tradicional 93. SCS 112 Cultivar

46. CICA 4 Cultivar 94. SCS BRS 111 Cultivar
47.CICA 8 Cultivar 95. Skrivimangoti Variedade Tradicional
48. CICA 9 Cultivar

* Genitores que deram origem & populacéo CNA-IRAT 4.

A andlise genética foi efetuada com 16 marcadores microssatélites, cuja escolha
foi feita levando-se em conta o alto conteudo informativo, qualidade da
amplificacdo e representatividade dos 12 cromossomos do arroz (Tabela 3). A
analise estatistica dos genétipos do arroz, baseada nos dados moleculares,
consistiu na determinacéo de alelos privados e das freqiiéncias alélicas em cada
loco, e na determinacgédo da distancia genética utilizando o coeficiente J&C (Jukes
& Cantor, 1969), a qual possibilitou a obtencdo dos dendrogramas.
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Tabela 3. Relagdo dos 16 marcadores SSR utilizados com as respectivas
seqliéncias, localizagdo cromoss6mica (Chr.) e referéncia.

0G17

RM207

0G44

MRG4879

0661

RM204

RM11

RM248

RM223

0G106

RM304

0G7

RM224

MRG4961

RM229

RM247

Forward CATGCATCAACAACGATC
Reverse  GTGCTCAAGTTAGCTGCTC

Forward CCATTCGTGAGAAGATCTGA
Reverse CACCTCATCCTCGTAACGCC

Forward ACACCAGCTCAGCTCATC
Reverse  TGTCCAGGTAGTACAAGCTC

Forward CAGAGATCGATTGGTAGC
Reverse CCTTGTACTCAGCTCCAT
Forward GCATGCTGATGACTGAAGG
Reverse GAAACGAACGGATGGACA

Forward GTGACTGACTTGGTCATAGGG
Reverse  GCTAGCCATGCTCTCGTACC

Forward TCTCCTCTTCCCCCGATC
Reverse ATAGCGGGCGAGGCTTAG

Forward TCCTTGTGAAATCTGGTCCC
Reverse GTAGCCTAGCATGGTGCATG

Forward GAGTGAGCTTGGGCTGAAAC
Reverse GAAGGCAAGTCTTGGCACTG

Forward GGCCGTGTCACCATCTTCTCTA
Reverse GGGGATCTGACATGGCATATGA

Forward TCAAACCGGCACATATAAGAC
Reverse GATAGGGAGCTGAAGGAGATG

Forward CAGGTTCTTGTGAAATGTGT
Reverse ACACTGACCACCATCTCC

Forward ATCGATCGATCTTCACGAGG
Reverse TGCTATAAAAGGCATTCGGG

Forward CCACTTGTCTCCTGTATGCT
Reverse GTGATGTGAACGCCTCTACT
Forward CACTCACACGAACGACTGAC
Reverse CGCAGGTTCTTGTGAAATGT

Forward TAGTGCCGATCGATGTAACG
Reverse CATATGGTTTTGACAAAGCG

10

11

11

11

11

12

Brondani et al. (2001)

Chen et al. (1997)

Brondani et al. (2001)

National Center for Biotechnology
Information (2004)

Brondani et al. (2001)

Chen et al. (1997)

Panaud et al. (1996)

Chen et al. (1997)

Chen et al. (1997)

Brondani et al. (2001)

Temnykh et al. (2000)

Brondani et al. (2001)

Chen et al. (1997)

National Center for Biotechnology
Information (2004)

Chen et al. (1997)

Chen et al. (1997)
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Os 16 marcadores SSR produziram altos valores de PIC (Polymorphism
Information Content), o qual variou de 0,89 (marcador OG17) a 0,45 (marcador
MRG4879), com uma média de 0,70 (Tabela 4). Estes marcadores SSR
identificaram 203 alelos, com uma média de 12,7 alelos por loco. Considerando
apenas 0s genotipos de arroz cultivado, foram identificados 137 alelos, reduzindo
a média para 8,6 alelos por loco, o que reflete a menor variabilidade genética deste
grupo. Este niumero de alelos foi superior ao encontrado em cultivares de trigo
(7,4 alelos, Prasad et al., 2000) e idéntico ao encontrado em cevada (8,6 alelos,
Struss & Plieske, 1998). Em geral, marcadores que detectaram um maior nimero
de alelos produziram os valores mais elevados de PIC (Tabela 4).

Tabela 4. Resultado da analise de 95 gendtipos de arroz com 16 marcadores SSR.

RM11 7 10 0,73 148 0,60 0,43
RM204 6 14 0,76 116 0,20 0,24
RM207 2 18 0,82 142 0,40 0,36
RM223 8 11 0,60 164 0,70 0,52
RM229 11 11 0,72 134 0,20 0,48
RM247 12 15 0,56 148 0,50 0,65
RM304 10 15 0,58 182 0,80 0,56
0G61 5 17 0,82 108 - 0,07
0G106 9 14 0,76 218 0,35 0,39
MRG4961 11 6 0,75 140 0,40 0,38
0G17 2 15 0,89 126 0,10 0,12
0G44 3 12 0,50 158 0,10 0,006
RM224 11 12 0,83 158 0,30 0,15
MRG4879 4 10 0,45 108 0,90 0,7

RM248 7 11 0,78 94 0,10 0,21
0G7 11 12 0,73 154 0,20 0,46
Average - 12,70 0,70 - 0,31 0,36

Chr.: localizagdo cromossdmica; PIC: Polymorphism Information Content.

Na analise com marcadores microssatélites, existem duas possibilidades para
interpretacdo de bandas que co-migraram na mesma posi¢cao em um gel, em
individuos distintos: a) os segmentos de DNA amostrados sdo idénticos em
estado (ou paralogos), originados a partir de processos evolutivos diferentes, ou
b) os segmentos de DNA amostrados séo idénticos por descendéncia (ou
ortélogos), havendo entre os dois individuos, um ancestral comum. Esta
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abordagem diferenciada indica que pode haver limitagdo do uso de marcadores
SSR em estudos filogenéticos (Robinson & Harris, 1999). Contudo, para a
determinacéo de variabilidade genética em arroz, tal limitacdo nédo se aplica. Em
espécies autbgamas como o arroz, ha um alto grau de desequilibrio de ligagéo,
devido ao numero reduzido de genitores que deram origem ao germoplasma
cultivado. Isto implica na constatacéo de que a maioria dos alelos que co-migram
em um gel (possuem a mesma massa molecular) sao idénticos por descendéncia.
A utilizacdo de marcadores SSR em mais de um ponto no genoma, também
aumenta a precisdo das estimativas de relacionamento genético entre acessos,
diminuindo o problema de bandas paralogas (Ishii et al., 2001).

Um total de 58 alelos privados foram observados, distribuidos em 31 dos 95
genotipos analisados. O maior nimero de alelos privados, 21, foi encontrado na
espécie silvestre O. glumaepatula: seis alelos do acesso coletado no Pantanal,
guatro alelos do acesso coletado no Rio Negro, sete alelos do acesso coletado no
Rio Solim&es e quatro alelos do acesso coletado em Goias (Tabela 5). A cultivar
comercial BRS Bojuru apresentou trés alelos privados, assim como o acesso de
arroz vermelho Gen 11.

Tabela 5. Relagdo do nimero de alelos privados nos 95 gendtipos de arroz
analisados.

AS3510 RM204 130 1
Basmati 370 RM248 74 1
BlueBelle RM304 170 1
BR IRGA 413 RM229 132 1
BRS Bojuru RM204 190 1
BRS Bojuru 0G61 96 1
BRS Bojuru 0G106 228 1
BRS Formoso RM207 114 0,5
BRS Talento RM204 200 0,5
BRS Talento RM204 180 0,5
CA780403 RM223 174 1
CA780403 RM247 150 1
CA780403 MRG4879 146 1
CA800120 RM207 146 1
CA840018 RM223 166 1
CA840018 0G106 212 0,5

Continua...
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Continuacao
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Alelos privados em populacgdes silvestres sdo originados do isolamento
natural ou reprodutivo. Em variedades de arroz, os alelos privados séo
decorrentes de mutacdo, migracdo, adaptacao e selecdo a condi¢cBes
ambientais muito especificas. Os alelos privados sdo importantes para
definir a identidade genética de cada genétipo, e podem ser utilizados para a
determinacao do relacionamento genético entre genétipos, e para
acompanhar a freqiiéncia de cada alelo durante os sucessivos ciclos de uma
populacéo de selecdo recorrente. A existéncia de alelos privados nos
genitores de uma populacéo de selecdo recorrente pode facilitar a
determinagao da contribuicdo real de cada genitor em gendtipos
selecionados desta populacgao.

Nenhum alelo privado foi detectado nos genitores da populacdo CNA-IRAT 4
com os 16 marcadores SSR analisados. Contudo, aumentando o nimero de
marcadores SSR para a caracterizagdo molecular dos genitores, alelos privados
podem ser identificados, e também haplétipos de cada genitor podem ser
obtidos. Esta informacgéo pode ser utilizada alternativamente aos alelos privados
para identificar os genitores que apresentam maior capacidade de gerar as
melhores linhagens para o programa de melhoramento.

Anélise dos Genitores da Populacdo CNA-IRAT

Baseado nos alelos da cultivar Tio Taka para os 16 marcadores SSR, efetuou-se
uma busca sobre o provavel genitor que originou estes alelos. As freqiiéncias
dos alelos variou de 0,9 (MRG4879) a zero (alelo 108, OG61), com uma
média de 0,31. Considerando todos os 95 gendtipos avaliados, a freqiiéncia
variou de 0,7 (alelo 108, MRG4879) A 0,07 (alelo 108, OG61), com uma
média de 0,36 (Tabela 4). Em geral, os alelos mais freqlientes nos genitores
foram também mais freqiientes nos 95 acessos.

A linhagem elite BG 90-2 foi 0 genitor que mostrou o maior nimero de alelos
em comum com a Tio Taka, 11 no total. Como conseqiiéncia, apresentou o
menor coeficiente de distancia J&C (Tabela 6 e Figuras 3 e 4). Por outro lado, o
genitor Colédmbia 1 apresentou apenas dois alelos em comum com Tio Taka, e o
maior coeficiente de distancia J&C. A fonte doadora do gene de macho-
esterilidade, IR-36, mostrou cinco alelos em comum com Tio Taka, claramente
indicando que apenas dois ciclos de recombinacgéo e selegcao foram suficientes
para diminuir a contribuicdo de IR-36.
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Tabela 6. NUumero de alelos em comum e coeficiente de distancia J&C entre Tio
Taka e os genitores da populagdo CNA-IRAT 4.

BG 90-2 11 0,0510
Upr 1038012 9 0,0833
CNA 3815 8 0,0888
CNA 3848 6 0,1056
Nanicdo 6 0,1056
CNA 3887 5 0,1171
IR 36 5 0,1171
Eloni 4 0,1287
CNA7 3 0,1404
Colémbia 1 2 0,1524

A similaridade genética entre BG 90-2 e Tio Taka pode ser resultante da maior
capacidade geral de combinac¢&o do genitor BG 90-2 em compara¢ao aos outros
genitores da CNA-IRAT 4. Com isto, individuos resultantes de cruzamentos onde BG
90-2, ou um de seus descendentes, teriam sido um dos genitores, apresentariam melhor
desempenho, e dentre estes individuos, estaria a linhagem que deu origem a Tio Taka.
Além disto, BG 90-2 tem a melhor arquitetura de planta e potencial produtivo entre os
genitores da populacdo CNA-IRAT 4, caracteristicas estas que podem facilmente serem
identificadas e selecionadas, e que provavelmente contribuiram decisivamente para a alta
proporcéo de alelos de BG 90-2 no genoma da Tio Taka.

O alelo 108 (marcador SSR OG 61) detectado na Tio Taka, néo foi identificado em
nenhum dos dez genitores da populagdo CNA-IRAT 4 (Figura 2, Tabela 4). Este alelo
€ comum no conjunto génico do arroz, e neste trabalho foi identificado nas cultivares
BRS Formoso, BRS Ourominas, SCS 112 e BRS Talento, e nas linhagens CNAI
9834 e CNAIi 9838. As duas possiveis razdes da ocorréncia deste alelo na Tio Taka
seriam a mistura de sementes, que originariam plantas de arroz que poderiam polinizar
plantas macho-estéreis durante o primeiro ou segundo ciclo de recombinacéo, ou a
migragdo de gréos de polen oriundos de genétipos de arroz plantados em area
experimental adjacente ao local onde estaria sendo feito o primeiro ou segundo ciclo
de recombinacdo. Neste caso, uma observacgao adicional deve ser feita, devido a
utilizagado de plantas macho-estéreis: o gene da macho-esterilidade é o responsavel por
importante reducdo do custo para a realizacdo da etapa de recombinac&o de
populagdes de selecio recorrente, por eliminar a hibridagdo manual. Contudo, devido
ao risco de contaminacgéo do grao-de-pdlen, é importante manter a populagao que
utiliza o gene da macho-esterilidade o mais distante possivel de outros genétipos de
arroz, para reduzir a possibilidade de polinizagdo cruzada. Uma planta de arroz
doadora de p6len tem potencial de fecundar plantas receptoras a uma distancia de 10
metros (Messeguer et al., 2001).
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Fig. 2. Polimorfismo alélico
do marcador SSR OG 61
em 95 geno6tipos de arroz
avaliados. O alelo 108
(indicado pelas duas setas)
esteve presente na Tio Taka
(linhas 1 e 12) e ausente
nos genitores da populagéo
CNA-IRAT 4. Entre as linhas
1 e 12 (da esquerda para a
direita), estdo localizados os
genitores: BG 90-2, CNA
3815, Upr 103801 2,
CNA 3848, CNA 3887, IR
36, Eloni, Colémbia 1 e
Nanic&o. M: Marcador de
massa molecular Ladder 10
pares de base (Invitrogen).

Variabilidade Genética do Germoplasma de Arroz

As cultivares comerciais de arroz atualmente em uso séo derivadas de um grupo
restrito de linhagens geneticamente semelhantes. Os marcadores moleculares podem
auxiliar a ampliacéo da base genética do arroz, através da identificagdo de genétipos
mais variaveis e a posterior utilizagao destes nos programas de melhoramento
genético.

As estimativas de distancia genética obtidas pelo coeficiente J&C na analise dos 95
gendtipos foram utilizadas para a construgédo de dendrograma, que indica o grau de
relacionamento genético entre eles (Figura 3). Para melhor visualizagdo da
variabilidade genética entre as cultivares comerciais de arroz avaliadas neste trabalho,
foi obtido um dendrograma contendo apenas os 54 genétipos cultivados (Figura 4).
A distancia J&C média entre estes genotipos (0,11) foi utilizada como valor de corte
para a formacéo dos agrupamentos de similaridade genética. Quatro agrupamentos
foram formados, os quais incluiram 50 genétipos, sendo os quatro restantes, nao
agrupados (Nanicao, BRS Bojuru, Colémbia 1 e Maravilha). O agrupamento A foi
constituido por 43 gendétipos de arroz irrigado, incluindo Tio Taka e sete dos dez
genitores da CNA-IRAT 4 (BG 90-2, CNA 3815, CNA 3848, CNA 3887 Upr 103
80 1 2, IR 36 e Eloni). O agrupamento B incluiu CNA 7, um dos genitores da CNA-
IRAT 4, e BRS Soberana, uma cultivar de arroz de terras altas. O agrupamento C
incluiu BRS Firmeza e seus dois genitores, Blue Belle e BR Irga 411. O agrupamento
D incluiu duas cultivares de arroz de terras altas, BRS Bonanga e BRS Talento, as
guais possuem dois de seus trés genitores em comum. Os genitores restantes da
CNA-IRAT 4, Nanicdo e Colémbia 1, ndo foram incluidos em agrupamentos.
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Fig. 3. Continuacéo...
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Fig. 4. Dendrograma com
54 gendtipos de arroz
cultivado, com distancias
obtidas pelo coeficiente
J&C e método de
agrupamento UPGMA. A
linha pontilhada
corresponde ao ponto de
corte de 0,11, obtido
pela distancia média J&C
entre os 54 gendtipos
avaliados.

Para determinar o grau de variabilidade genética de cada genétipo, foi obtido o
coeficiente de distancia J&C médio. A cultivar Maravilha foi a mais distante
geneticamente em relagédo aos outros genétipos de arroz (0,19), e a cultivar SCS
112 foi a menos distante (0,08). A distancia J&C média geral foi de 0,11
(Tabela 7). Entre os genitores da CNA-IRAT 4, o mais divergente foi a CNA 7
(0,15), e o menos divergente foi o BG 90-2 (0,09). Tio Taka mostrou a
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distancia J&C média de 0,1, inferior a todos os genitores, excetuando BG 90-2.
Estes valores indicam uma baixa variabilidade genética nos genétipos de arroz
estudados, mesmo considerando a inclusdo na andlise de 13 variedades
tradicionais de arroz, que normalmente possuem maior variabilidade.

Tabela 7. Coeficiente de distancia J&C médio de cada cultivar, linhagem e
variedade tradicional de arroz, com os restantes 94 gendtipos de arroz.

Maravilha 0,1884 IR 22 0,1055
BRS Bojuru 0,1776 Diamante 0,1051
BRS Bonanca 0,1729 CNAi 9150 0,1049
BlueBelle 0,1721 BRS Formoso 0,1033
AS 3510 0,1677 CNAi 9687 0,1029
BR IRGA 411 0,1618 CICA 4 0,1023
BRS Talento 0,1591 CNA 3848 0,0985
BRS Soberana 0,1539 BRS Agrisul 0,0983
BRS Firmeza 0,1490 CNA 3887 0,0983
CNA7 0,1490 CICA 8 0,0983
CNAI 9051 0,1476 Marajo 0,0983
Coldmbia 1 0,1438 CNAi 9747 0,0980
Nanicdo 0,1405 CNAi 9606 0,0976
BRS Bigua 0,1215 CICA 9 0,0961
S&o Francisco 0,1192 Tio Taka 0,0953
CNAi 9025 0,1192 BR IRGA 413 0,0950
Eloni 0,1186 SCS BRS 111 0,0946
CNAi 9834 0,1180 CNAi 8859 0,0942
CNAi 9838 0,1180 BR IRGA 417 0,0934
BR IRGA 419 0,1169 CNAi 8860 0,0920
Rio grande 0,1164 BRS Ligeirinho 0,0920
Metica 1 0,1161 BRS Pelota 0,0915
BRS Atalanta 0,1127 Jequitiba 0,0902
IR 36 0,1115 CNAi 8870 0,0899
Upr 1038012 0,1106 Embrapa 6 Chui 0,0887
Epagri 109 0,1098 BG 90-2 0,0882
Javae 0,1093 BR IRGA 412 0,0882
CNAi 9748 0,1092 BRS Ouro minas 0,0875
CNAi 9705 0,1084 Embrapa 7 Taim 0,0871
CNA 8502 0,1083 BR IRGA 410 0,0860
CNA 3815 0,1070 BR IRGA 409 0,0860
IR 8 0,1068 BR IRGA 420 0,0844
BRS Jaburu 0,1068 BR IRGA 418 0,0842
IR 841 0,1067 SCS 112 0,0839
Oryzica 1 0,1057 Média 0,1124
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O método de melhoramento por selecao recorrente tem o potencial de promover
novas e Uteis combinagdes alélicas. A adicdo de nova variabilidade genética nestas
populacdes propiciam a quebra de blocos de ligagédo existentes nos genitores que
deram origem a populacao, gerando as novas combinacdes alélicas, que quando
produzem resultados favoraveis, podem ser selecionadas por melhoristas. Uma
evidéncia de que a quebra de blocos génicos conservados no germoplasma elite
de arroz é responsavel pelo comportamento transgressivo de importantes
caracteristicas agrondémicas, foi observada em linhagens derivadas de cruzamentos
amplos envolvendo genétipos elite de arroz e espécies silvestres de arroz Oryza
rufipogon (Xiao et al., 1998) e O. glumaepatula (Brondani et al., 2002). A
importancia da utilizagédo de cruzamentos divergentes envolvendo genétipos
melhorados de arroz e variedades tradicionais, esta sendo avaliada no momento
pela Embrapa Arroz e Feijao através da utilizagdo de cruzamentos dialélicos. O
motivo da utilizagdo de variedades tradicionais é que este germoplasma tem o
potencial de possuir genes que conferem tolerancia a estresses bioticos e
abiéticos, pois sdo oriundas de pequenas propriedades rurais, normalmente
cultivadas com baixo uso de insumos, o0 que induz a um processo de selecéo e
adaptacdo local, que ocorre apds anos sucessivos de cultivo.

Entre os gendtipos melhorados avaliados neste estudo, observou-se a ocorréncia
de no minimo um loco em heterozigose: Blue Belle, BR IRGA 419, BRS
Atalanta, BRS Bigua, BRS Bonanga, BRS Formoso, BRS Pelota, BRS Talento,
CICA 4, CICA 9, IR 22, IR 8, Javaé, Maravilha, Metica 1 e Rio Grande (Tabela
8). Os gendtipos que apresentaram o maior numero de locos em heterozigose
(cinco locos) foram a cultivar Maravilha (terras altas), EEA 406 (variedade
tradicional) e Gen 11 (arroz vermelho) (Tabela 8).

Espera-se um certo grau de heterozigose, ao final do processo de obtencéo de
uma linhagem, mesmo em espécies preferencialmente autégamas como o arroz.
Contudo, ap6s as sucessivas geragdes de auto-fecundacéo, obtém-se um
germoplasma constituido por mistura de linhas puras, as quais diferenciam-se por
um ou poucos locos com alelos diferentes, em homozigose. Se muitos locos
estiverem em heterozigose quando do langcamento de uma cultivar comercial de
arroz, provavelmente havera a perda da identidade genética desta cultivar,
podendo inviabilizar a sua comercializagédo. Para resolver esta questao, bastaria
utilizar um conjunto de, no minimo, 24 marcadores microssatélites (dois por grupo
de ligacdo, ou cromossomo), ainda na fase de plantio de semente genética, para
identificar as plantas homozigotas para estes locos, e descartar aquelas que
apresentassem algum destes locos em heterozigose.
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Tabela 8. Heterozigosidade observada no germoplasma de arroz baseada na
andlise com 16 marcadores SSR.

CNA 3815 0,063 1
UPR 103801 2 0,063 1
Blue Belle 0,063 1
BRS Bigua 0,063 1
BRS Formoso 0,125 2
BRS Pelota 0,063 1
BRS Atalanta 0,188 3
CICA9 0,063 1
EEA 406 0,313 5
BR Irga 419 0,125 2
Javae 0,063 1
Metica 1 0,25 4
Rio Grande 0,188 3
R 8 0,188 3
CICA 4 0,063 1
IR 22 0,188 3
CNAi 9025 0,188 3
Maravilha 0,313 5
BRS Bonanga 0,063 1
BRS Talento 0,063 1
Gen 9 0,125 2
Gen 11 0,313 5
Gen 13 0,125 2
Gen 145 0,188 3
CNAi 9051 0,125 2
Skrivimangoti 0,125 2
0, glumaepatula RN 0,125 2
0, glumaepatula RS 0,063 1
0, glumaepatula VG 0,188 3
CA 940002 0,063 1
CA 840018 0,25 4
CA 840075 0,063 1
CA 840165 0,063 1
CA 780320 0,063 1

Escolha de Genitores para a Composicdo de Novas
PopulacOes de Selecdo Recorrente

A utilizacdo de marcadores moleculares tem sido extremamente importante para a
determinacao da variabilidade genética do germoplasma de arroz. Deste modo,
marcadores moleculares podem selecionar os gendtipos mais divergentes como
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potenciais genitores de novas populac¢des de selegéo recorrente. Contudo, é
desejavel que a caracterizagdo molecular seja utilizada em conjunto com
informacdes adicionais, como o desempenho per se e a capacidade geral de
combinacao de cada genitor potencial.

Apobs o estabelecimento da populacido de selecéo recorrente, marcadores moleculares
podem ser utilizados para monitorar o nimero e freqiiéncia de alelos em amostras de
individuos que compdem cada ciclo de recombinagéo de uma populacao de sele¢édo
recorrente, tendo como ponto de partida o perfil molecular dos genitores. Com isto,
pode-se averiguar o comportamento de cada alelo entre os diferentes ciclos, ou seja,
se determinado alelo aumentou ou diminuiu sua freqiiéncia, ou até mesmo se este
desapareceu na populacdo. De posse desses dados, o melhorista pode decidir em
gue momento, nova variabilidade genética pode ser adicionada a populagao, por
meio da introducéo de novos genitores em ciclos avangados de recombinacéo.

ConsideracOes Finais

A ampliagcdo da base genética das cultivares de arroz pode ser obtida pelo programa
de selecédo recorrente. A escolha dos genitores no desenvolvimento de populacdes
de selecgdo recorrente é decisiva para gerar populagdes variaveis que produzirdo
linhagens com combinacdes Unicas favoraveis. Marcadores SSR séo Uteis para
auxiliar a etapa de selecéo de genitores, e monitorar a variagdo alélica durante os
sucessivos ciclos de recombinacédo de uma populacdo de selecdo recorrente.

Como existe pouca variabilidade genética nos genétipos utilizados como genitores
do programa de melhoramento arroz irrigado, podem ser utilizadas duas estratégias
para a ampliagdo da base genética. A primeira é a inser¢do de germoplasma
geneticamente divergente, tais como os provenientes de introdugdes de programas
de melhoramento de outros paises, cultivares de arroz de terras altas, variedades
tradicionais e linhagens derivadas de cruzamentos interespecificos, em cruzamentos
com gendtipos melhorados de arroz irrigado, através da implementacéo de um
programa de pré-melhoramento baseado em retrocruzamentos, o qual gerara
linhagens com base genética mais ampla, para serem utilizadas como genitores do
programa de melhoramento de arroz. A segunda estratégia é a utilizagdo do método
de selecao recorrente, para maximizar a oportunidade de recombinagdo dos
genotipos com base genética ampla. O langamento comercial da Tio Taka, uma
cultivar altamente produtiva, desenvolvida a partir de uma populagcao com oito dos
dez genitores pouco divergentes geneticamente, € um indicativo de que o aumento
da variabilidade genética dos genitores de novas populagdes de selegéo recorrente,
resultara em cultivares de arroz irrigado ainda mais produtivas.
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