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Apresentação

Os programas de melhoramento genético do arroz no mundo todo são baseados
na utilização de um número reduzido de genitores com arquitetura moderna e
diversos atributos agronomicamente desejáveis, resultantes de décadas de
seleção genética. Contudo, a obtenção destes genitores tem conduzido a um
processo de estreitamento da base genética disponível para o programa de
melhoramento. Com a redução da variabilidade genética, reduz-se também o
ganho genético por ciclo de seleção.

Paradoxalmente a esta situação, a cultura do arroz possui um dos maiores
acervos de recursos genéticos armazenados em bancos de germoplasma, e que
podem ser integrados nos programas de seleção genética visando o lançamento
de cultivares melhoradas. A utilização conjunta de técnicas de análise genômica
e metodologias clássicas de cruzamento e seleção, tem sido apontada
freqüentemente como a melhor alternativa para entender e explorar a variabilida-
de genética de plantas de interesse econômico.

Este documento procura contribuir neste sentido, trazendo exemplos práticos do
emprego de metodologias de análise genômica na Embrapa Arroz e Feijão, e que
estão sendo aplicadas com sucesso na administração dos recursos genéticos do
Banco de Germoplasma e no programa de melhoramento genético do arroz.

Pedro Antonio Arraes Pereira
Chefe-Geral da Embrapa Arroz e Feijão
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Genética de Espécies
Cultivadas
Claudio Brondani
Rosana Pereira Vianello Brondani
Paulo Hideo Nakano Rangel

Introdução

A grande maioria das espécies cultivadas possuem limitada variabilidade
genética, decorrente principalmente da utilização de germoplasma muito
aparentado como genitores nos programas de melhoramento, resultando no
estreitamento da base genética das populações para a obtenção de novas
cultivares e, conseqüentemente, diminuindo os ganhos genéticos com a seleção
(Cooper et al., 2001). O nível de diversidade genética varia muito de espécie
para espécie, desde a alta homogeneidade das linhas puras de espécies
autógamas, como arroz, trigo, tomateiro e soja, até a alta variabilidade em
espécies alógamas florestais, como o eucalipto. Em teoria, quanto menor a
variabilidade genética, menores os ganhos genéticos com a seleção (Falconer,
1987). A perda de diversidade genética faz parte da história evolucionária
durante a domesticação de grande parte das espécies vegetais cultivadas, seja
por interferência do homem ou por seleção natural. Para todos os cultivos, os
melhoristas têm utilizado somente uma fração dos recursos genéticos de plantas
que estão disponíveis, e os ganhos obtidos até hoje são devidos justamente à
exploração desta variabilidade genética limitada. Com o passar do tempo, os
aumentos nos ganhos por seleção só serão possíveis se a variabilidade genética
adicional for introduzida nas populações de melhoramento. A diversificação
proveniente da ampliação da base genética permite o surgimento de novas
combinações alélicas e adaptações a ambientes específicos, podendo
proporcionar, por exemplo, uma redução da vulnerabilidade a doenças e insetos
e maior estabilidade da produção.
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Dentre os métodos de melhoramento, duas estratégias são particularmente
importantes para maximizar a variabilidade genética: a) Seleção recorrente,
que consiste na sintetização de uma população base geneticamente
divergente, seleção dos melhores genótipos e recombinação para formar a
nova população melhorada, e esta, por sua vez, poderá ser utilizada para
iniciar um novo ciclo de seleção (Geraldi, 1997); e b) Cruzamentos amplos,
envolvendo normalmente um genótipo elite e um genótipo exótico, que inclui
todo material não-adaptado ou não-comercial (variedades antigas e espécies
silvestres, parentes de espécies cultivadas) e que podem ser utilizados como
fonte de novos genótipos para o melhoramento (Dekkers & Hospital, 2002).
Neste caso, são necessários dois a três retrocruzamentos utilizando o genitor
elite como parental recorrente, a fim de produzir uma progênie sem as
características indesejáveis do germoplasma exótico. O produto final das duas
metodologias é a obtenção de linhas puras que podem ser lançadas como
novas cultivares, ou utilizadas como genitores em cruzamentos dentro do
programa de melhoramento genético da cultura. A utilização de cruzamentos
amplos em programas de melhoramento já foi reportada em diversas espécies,
como tomateiro (Rick, 1969), pepineiro (Owens et al., 1985) e feijoeiro
(Schettini et al., 1987).

Utilização de germoplasma em programas de
melhoramento genético
Como ponto essencial para os esforços de ampliação da base genética,
Harlan & DeWet (1971) dividiram os recursos genéticos de uma espécie em
três conjuntos gênicos, de acordo com a sua facilidade de uso para o
melhoramento. O conjunto gênico primário refere-se ao germoplasma em
que a recombinação é facilmente obtida mediante o cruzamento com a
espécie cultivada,  incluídas as variedades tradicionais e espécies silvestres
mais próximas. O conjunto gênico secundário inclui espécies que
apresentam certa dificuldade de fornecerem híbridos férteis com o
germoplasma cultivado, e refere-se a espécies silvestres mais distantes e
também espécies de outros gêneros. O conjunto gênico terciário refere-se a
germoplasma cuja hibridação com o germoplasma cultivado só é possível
mediante resgate de embriões ou outras técnicas, e inclui espécies do
mesmo gênero, mas distantes, e também espécies de outros gêneros. Para
exemplificar, o gênero Oryza possui duas espécies cultivadas, O. sativa,
arroz cultivado no mundo todo, e O. glaberrima, cultivado em uma região
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restrita da África, além de 21 espécies silvestres. O conjunto gênico
primário do gênero Oryza inclui os dois cultigens e mais seis espécies
silvestres, todas contendo o genoma diplóide AA. O conjunto gênico
secundário inclui espécies contendo os genomas diplóides BB, CC, EE e FF,
e os tetraplóides BBCC e CCDD.  O conjunto gênico terciário inclui os
genomas GG e HHJJ (Khush, 1997).

Determinação da variabilidade genética em acessos do
banco de germoplasma
Em geral, uma coleção de germoplasma é inicialmente caracterizada por
descritores fenotípicos que sejam altamente herdáveis, que podem ser
facilmente mensuráveis e que sejam expressos em todos os ambientes. Estas
características incluem altura de plantas, morfologia da folha, cor de flor, dentre
outras. Características quantitativas de interesse agronômico, por serem
geneticamente complexas e com pronunciado efeito da interação genótipo por
ambiente, são caracterizadas em uma etapa posterior, geralmente quando se
necessita identificar genótipos que possuam genes úteis para o melhoramento,
tais como os relacionados à produção, qualidade de grãos, resistência a
doenças ou tolerância a estresses abióticos. Marcadores moleculares têm sido
extensivamente utilizados na caracterização de genótipos de plantas (Powell et
al., 1995; Blair et al., 2002; Ni et al., 2002). Porém, um dos riscos de serem
utilizados isoladamente na escolha de genótipos para o programa de
melhoramento é que os marcadores são neutros, ou seja, o padrão molecular
de determinado genótipo é o mesmo, independentemente do ambiente, sendo
que para a maioria dos genes envolvidos na expressão de características
quantitativas, o ambiente é determinante para a expressão ou não desses
genes. Assim, quando confrontados os dados genotípicos com os dados
fenotípicos, não necessariamente os mesmos genótipos serão categorizados
como idênticos. Em suma, os marcadores moleculares dão uma idéia
aproximada da variabilidade genética ao nível de genoma estrutural, mas para a
maximização dessa variabilidade para uso no melhoramento, é fundamental que
os genótipos sejam também caracterizados em ambientes preferencialmente
contrastantes. A razão para esta discrepância é que os marcadores moleculares
refletem padrões evolucionários e estes não acompanham necessariamente a
pressão de seleção imposta por programas de melhoramento e agricultores, ou
seja, o fenótipo selecionado não é neutro (FAO, 1998).
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O conjunto das informações de descritores fenotípicos, características
quantitativas de interesse agronômico e de marcadores moleculares são de
fundamental importância na determinação da variabilidade genética de bancos
de germoplasma e no planejamento de programas de melhoramento genético.
Esta metodologia vem sendo empregada com sucesso em cevada (Macaulay et
al., 2001) e está em fase de implementação na Embrapa Arroz e Feijão,
utilizando os acessos da coleção nuclear brasileira do arroz (Abadie et al.,
2002). A coleção nuclear brasileira de arroz consiste em 550 genótipos,
divididos em três grupos: variedades tradicionais (308 acessos), material
melhorado no Brasil (94 acessos) e material introduzido (148 acessos) e está
sendo caracterizada fenotipicamente para características de interesse
agronômico em cinco locais (Boa Vista – RR, Santo Antônio de Goiás – GO,
Goianira – GO, Alegrete – RS e Pelotas – RS), além da caracterização
genotípica por marcadores moleculares microssatélites (Figura 1). Coleções
nucleares representam uma amostra da coleção completa de germoplasma de
uma cultura, na qual se procura representar o máximo da variabilidade genética,

com um mínimo de
genótipos geneticamente
semelhantes (Frankel,
1984). A caracterização
genotípica pode ser utilizada
para estimar o grau de
relacionamento genético
entre diferentes acessos e
auxiliar a administração de
coleções inteiras de
germoplasma ou de coleções
nucleares, a partir da
detecção de duplicatas, ou
no processo de decisão
sobre a inclusão de novos
acessos a estas coleções,
com a finalidade de
maximizar a variabilidade
disponível para uso de
programas de melhoramento
genético.

Fig. 1. Genótipos da coleção nuclear brasileira de arroz.
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Cruzamentos amplos
A principal causa apontada para a estagnação dos patamares de produtividade da
maioria das espécies anuais de interesse comercial tem sido a utilização de um
número reduzido de genitores nos programas de cruzamentos. É pouco provável
que cultivares e linhagens elite possuam todos os genes favoráveis. Durante o
processo de domesticação, somente uma pequena proporção da diversidade de
populações silvestres foi selecionada, direcionando assim o processo evolutivo
das espécies cultivadas. Portanto, muito da diversidade genética presente em
bancos de germoplasma, principalmente o germoplasma exótico (espécies
silvestres parentes de espécies cultivadas e variedades tradicionais), pode ser de
extrema importância para o melhoramento (Tanksley & McCouch, 1997; Xiao et
al., 1998). Assim, através de cruzamentos amplos, existe a possibilidade de se
promover o resgate de alelos raros para serem introgredidos no germoplasma
elite,  possibilitando com isto a ocorrência de novas combinações alélicas.
Contudo, a maioria dos programas de melhoramento não utilizam germoplasma
não-adaptado devido ao efeito negativo ocasionado pela introdução de alelos
deletérios e quebra dos complexos gênicos de genótipos elite obtidos através de
várias gerações de seleção. A implementação de programas de pré-melhoramento
pode ser uma alternativa importante para contornar este problema e consiste no
desenvolvimento de linhagens com genes introduzidos de germoplasma exótico,
ou populações inteiras onde exista a seleção e recombinação de genes ou blocos
gênicos inteiros,  de onde possam ser selecionadas linhagens. Estas, então,
serão utilizadas como genitores em programas de melhoramento genético. Uma
ampla série de fatores como platô de produtividade, base genética estreita, falta
de genes de tolerância a estresses bióticos e abióticos devem ser considerados
para decidir se o germoplasma elite de uma cultura requer a introdução de nova
variabilidade genética (Spillane & Gepts, 2001).

Marcadores moleculares no melhoramento de plantas
O desenvolvimento de marcadores de DNA proporcionou um grande
impulso para a determinação da variabilidade genética dentro e entre
espécies de um mesmo gênero, determinação da conservação e ordem de
genes em espécies de gêneros diferentes (sintenia) e em estudos genômicos
mais elaborados, como a identificação de genes específicos. A primeira
técnica de visualização de fragmentos de DNA foi descrita por Southern
(1975), derivando na técnica conhecida por RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism, (Botstein et al., 1980), que consiste na detecção de
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polimorfismo de comprimento de fragmentos de DNA entre os indivíduos
analisados.

Com o surgimento da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction; Mullis &
Faloona, 1987), aliou-se o poder de informação gerada por marcadores
moleculares e a rapidez da técnica baseada em ciclos contínuos de desnaturação
e amplificação das fitas de DNA mediados pela enzima DNA polimerase em
pontos específicos do genoma, determinado pelo anelamento de primers
(seqüência de nucleotídeos de tamanho pequeno, variando geralmente entre 20 a
30 bases) específicos de seqüências complementares a estes pontos. Várias
outras técnicas utilizam o princípio da técnica de PCR, tais como RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA; Williams et al., 1990), AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism; Zabeau & Vos, 1993) e SSR (Simple Sequence Repeats;
Weber & May, 1989), também conhecidos como microssatélites. Esta última
classe de marcadores tem sido utilizada amplamente em análise genética, uma
vez que se baseia na detecção da variação existente em locos de seqüências
repetitivas (di-nucleotídeos AG/TC ou tri-nucleotídeos ATT/TAA, por exemplo).
As seqüências que flanqueiam estes locos são mais conservadas, permitindo que
primers específicos a elas sejam sintetizados e utilizados para amplificar
especificamente esta região via PCR. Existem dois modos de serem obtidos
marcadores SSR: o primeiro, através do desenvolvimento de bibliotecas
genômicas enriquecidas para seqüências microssatélites, seqüenciamento dos
clones contendo o DNA repetitivo e, finalmente, o desenho dos primers
complementares às seqüências flanqueadoras do DNA repetitivo; e o segundo,
através da informação gerada por projetos de seqüenciamento genômico de uma
espécie. Os marcadores microssatélites são altamente informativos, permitindo
detectar polimorfismo molecular com grande eficácia. Por exemplo, estudos de
diversidade alélica têm documentado mais de 25 alelos por loco entre diferentes
acessos de arroz cultivado (McCouch et al., 1997). Olufowote et al. (1997)
discriminaram 71 linhagens de arroz geneticamente relacionadas com apenas seis
marcadores SSR.

Obtenção de mapas moleculares
A construção de mapas moleculares envolve a obtenção de uma população
segregante, a análise com marcadores moleculares em cada um dos indivíduos
desta população e a utilização de programa computacional apropriado para
agrupar e ordenar os marcadores localizados em um mesmo cromossomo ou
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grupo de ligação. Deste modo, um mapa genético nada mais é do que um
modelo de arranjo linear ordenado de um grupo de genes ou marcadores. Se dois
ou mais marcadores estão localizados próximos em um mesmo cromossomo, os
respectivos alelos para cada cromossomo do par de homólogos serão na maioria
das vezes herdados juntos durante a meiose. Os programas computacionais
estimam todas as combinações de ligação de locos, dois a dois, através da
comparação das freqüências haplotípicas observada e esperada. A técnica de
máxima verossimilhança é a mais utilizada para estimar a fração de recombinação
a partir das freqüências haplotípicas observadas. Em seguida, os marcadores são
agrupados em diferentes grupos de ligação, utilizando critérios como fração de
recombinação e o nível de significância da fração de recombinação, e finalmente,
é determinada a posição relativa dos marcadores dentro de cada grupo de ligação
(Lander et al., 1987; Liu, 1998). Cada população de mapeamento fornece
diferentes distâncias entre marcadores de um grupo de ligação, resultante de uma
maior ou menor taxa de recombinação entre os locos. O principal critério para a
escolha dos parentais para obtenção de uma população segregante na
construção de mapas moleculares é que eles devem possuir características
fenotípicas contrastantes, a fim de aumentar a probabilidade de serem
encontrados marcadores moleculares polimórficos relacionados com as diferenças
alélicas dos parentais em um loco cromossômico, permitindo observar a
segregação destes marcadores na progênie e a construção do mapa de ligação.
Em arroz, cuja base genética é estreita, os mapas genéticos envolvem na maioria
das vezes o cruzamento entre as subespécies Oryza sativa subespécie indica e
O. sativa subespécie japonica (Harushima et al., 1998), ou cruzamentos
interespecíficos, como, por exemplo, envolvendo as espécies O. sativa e O.
glumaepatula (Brondani et al., 2001).

Populações F2 e de retrocruzamento e linhagens recombinantes (Recombinant
Inbred Lines, RILs) são os tipos de populações mais utilizadas para a construção
de mapas moleculares. Uma população F2 é desenvolvida pela autofecundação
dos indivíduos F1, os quais são obtidos pelo cruzamento de dois parentais que
mostram um polimorfismo significativo para qualquer tipo de marcador que está
sendo avaliado. Populações de retrocruzamento são desenvolvidas  pelo
cruzamento do híbrido F1 com um dos parentais utilizados no cruzamento
inicial. A maior limitação para se utilizarem populações F2 ou de retrocruzamento
é que elas não são eternas, a não ser que cada indivíduo seja mantido via
propagação vegetativa, como realizado por Li et al. (2000), que mantiveram, por
dois anos, 250 plantas F2 de arroz, para posteriormente conduzir a análise de
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QTLs. Populações de RILs são derivadas de autofecundações sucessivas (oito a
nove ciclos), obtendo-se, ao final do processo, uma série de linhagens de cada
planta F2 original. Apesar de ser bastante trabalhoso obter uma população RIL,
estas são extremamente úteis para a análise genética, por terem fixado os
eventos de recombinação, originando um mapa de ligação que pode servir como
referência para análises de QTLs para várias características, locais e anos,
aumentando a confiabilidade dos resultados. De modo semelhante, porém com
maior rapidez e economia, plantas totalmente homozigotas podem ser obtidas a
partir da duplicação cromossômica do genoma haplóide contido nos grãos-de-
pólen, resultando plantas duplo-haplóides.

Mapeamento de QTLs
A disponibilidade de marcadores moleculares tem possibilitado estudos de
genética quantitativa, tais como a determinação do número de genes afetando
um caráter, a localização e o percentual da variância explicada por tais genes, o
tipo de ação gênica associada, a importância da epistasia e o efeito ambiental em
cada gene. Para características quantitativas, vários marcadores são geralmente
envolvidos (Saghai-Maroof et al., 1996; Dudley, 1997). QTLs têm o mesmo
significado da herança quantitativa para o melhoramento clássico, ou seja, seu
controle é condicionado por vários genes, e o fenótipo dos indivíduos é definido
em termos de variâncias. O propósito do mapeamento de QTLs é inferir os
genótipos de um QTL, a fim de poder estimar os efeitos e a localização de QTLs
a partir das associações com marcadores genéticos conhecidos (Liu, 1998).

Para o mapeamento de QTLs, são criados mapas de ligação com marcadores
moleculares, que fornecem os dados de ordenamento e as distâncias de mapa
entre estes marcadores na população segregante estudada. A análise de QTLs
tem prosseguimento com a construção de duas planilhas de dados, uma com a
caracterização genotípica de cada indivíduo da população através de marcadores
moleculares, e a outra com seu respectivo valor fenotípico. Se determinado
marcador   se correlaciona favoravelmente a determinada característica mais
seguidamente do que se esperaria por acaso, provavelmente este marcador estará
muito próximo ao gene responsável pela expressão desta característica. Os
marcadores independentemente associados a um QTL para uma determinada
característica contribuem apenas com uma porção variável no valor final da
característica. Os marcadores identificados podem ou não corresponder a genes
de fato, podendo ser compostos por parte do gene ou, inclusive, por uma região
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adjacente ao gene de interesse. Neste caso, quanto mais afastado estiverem
estes marcadores dos genes responsáveis pela expressão da característica, maior
a chance de que, em uma meiose, estes marcadores segreguem
independentemente do gene, perdendo-se a relação entre a presença do marcador
e o alelo favorável. Em um estudo com simulação em população de
retrocruzamento, foi demonstrado que, para QTLs de grande efeito, em
experimentos com populações grandes e mapas de ligação de alta densidade de
marcadores, o intervalo de confiança para o mapeamento de QTL é da ordem de
10 centimorgans (cM) (Darvasi et al., 1993). Também por simulação, o grau de
resolução genética não aumentou com o uso de mais marcadores (1 a 2 cM de
espaçamento) e grandes tamanhos de populações (1000 gametas) (Lee, 1995).
Deste modo, para estudos de QTL ou clonagens baseadas em informações de
mapas moleculares, recomenda-se trabalhar com espaçamento mínimo de 10 cM
entre marcadores adjacentes em todo o genoma. Marcadores espaçados por 10
cM podem conter vários QTLs neste intervalo, inclusive com efeitos opostos
para a característica de interesse. Tarchini et al. (2000), analisando a região
genômica que continha o gene adh1 em arroz, observaram que dez unidades de
mapa foi equivalente a 1,15 Mpb, contendo 147 genes potenciais. Por esta
razão, considera-se que uma análise de QTLs seja apenas o ponto inicial na
busca por genes. Posteriormente, podem ser geradas populações segregantes a
partir de linhagens derivadas do cruzamento onde foi efetuada a análise de QTLs,
procedendo-se ao mapeamento fino de QTLs para identificar marcadores mais
próximos ao gene de interesse, como descrito para o tomateiro por Monforte &
Tanksley (2000). Em arroz, Hittalmani et al. (2000) saturaram três regiões
genômicas próximas a três genes de resistência à brusone do arroz, com
distâncias variando de 2,1 a 7,9 cM, obtendo marcadores para facilitar o
processo de introgressão destes genes em outras variedades de arroz.

A análise de QTLs, como visto anteriormente, envolve a procura por associações
significativas entre a expressão do caráter e os marcadores moleculares
mapeados. Existem várias metodologias para detectar estas associações,
baseadas em procedimentos estatísticos, como teste-t, regressão linear simples
ou múltipla, regressão não-linear e mapeamento por intervalo. A identificação de
associações significativas entre QTLs e marcadores nem sempre tem significado
biológico devido à multiplicidade de problemas que envolvem os testes
estatísticos. Outros fatores podem influenciar na detecção de QTLs, como  o
número de genes envolvendo a expressão do caráter, a existência de interações
gênicas, a herdabilidade do caráter, o número de genes segregando na população
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de mapeamento, o tipo e tamanho da população de mapeamento e o número de
marcadores presentes no mapa de ligação (Liu, 1998).

O mapeamento de QTLs é considerado uma importante ferramenta de apoio ao
melhoramento genético por possibilitar que regiões do genoma responsáveis
pela expressão de caracteres importantes sejam identificadas. Uma das
estratégias para aumentar o poder de identificação de QTLs é justamente o
modo pelo qual são construídas as populações de mapeamento. A utilização de
populações F2 permite obter as três dosagens gênicas de um loco (AA, Aa, aa,
por exemplo), possibilitando estimar os efeitos aditivos e desvios de
dominância para QTLs individuais. A resolução da localização de QTLs é
fortemente influenciada pelo número de meioses estudadas, a qual depende do
número de indivíduos analisados na população, efeitos ambientais, erros de
medida, segregação de outros QTLs e interação entre QTLs. Populações F2 são
mais informativas do que de retrocruzamentos de mesmo tamanho, uma vez
que o dobro de meioses são estudadas em cada indivíduo. Poderiam ser
obtidas informações semelhantes utilizando uma população de linhagens
recombinantes, mas se perderia a capacidade de distinguir fatores aditivos de
fatores dominantes. Contudo, duas gerações de cruzamentos (F2 e
retrocruzamento, por exemplo) ou linhagens recombinantes, dariam somente
uma localização aproximada dos QTLs. Localizações mais detalhadas podem
ser obtidas utilizando retrocruzamentos adicionais, para produzir linhas
isogênicas diferindo somente na região que contenha o QTL, o que poderia
eliminar a maioria da variância genética, tornando possível dissecar o intervalo
restante pelo exame de vários recombinantes por marcadores adjacentes
(Carbonell et al., 1993; Liu, 1998).

Uma importante constatação é que os QTLs, na maioria das vezes, não são
coincidentes entre populações constituídas por diferentes parentais. Estas
variações detectadas pela análise de QTLs, segundo Huang et al. (1996), são
devidas a: 1) Falta de expressão gênica em algumas populações devido aos
diferentes conjuntos de genes; 2) não há variação entre os dois parentais para
alguns QTLs, assim, não há segregação para estes QTLs; 3) efeitos ambientais
confundem a expressão de alguns QTLs, especialmente para populações F2
onde QTLs com efeitos muito pequenos não podem ser detectados sem
experimentos replicados. Além disto, sob condições ambientais que variam de
um experimento para outro, os QTLs variam até mesmo entre populações que
utilizam os mesmos parentais.
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Análise de AB-QTLs
Uma estratégia de melhoramento que contempla o desenvolvimento varietal
juntamente com a análise de QTL foi sugerida por Tanksley & Nelson (1996),
conhecida como Advanced Backcross QTL analysis, ou AB-QTL. Esta técnica
baseia-se fundamentalmente na técnica de Inbred Backcross Lines (IBL), sugerida por
Wehrhahn & Allard (1965), em que são feitos repetidos retrocruzamentos na
direção do parental recorrente em que se deseja inserir determinada característica
proveniente do parental doador e, em seguida, são efetuadas autofecundações para
que sejam obtidas linhas isogênicas que possam conter, cada uma delas, inserções
de diferentes partes do genoma do parental doador. A análise de AB-QTL foi
especialmente desenvolvida para auxiliar na introgressão de genes de interesse
agronômico presentes em espécies silvestres, parentes das espécies cultivadas,
realizando-se duas ou três gerações de retrocruzamento a partir da geração F1, e em
seguida, assistida por marcadores moleculares, proceder-se à seleção. No final do
processo, são obtidas linhagens quase isogênicas ou NILs (Near-Isogenic Lines),
possuindo a inserção de fragmentos de interesse provenientes do parental silvestre,
e que podem ser responsáveis pelo fenótipo melhorado. A seleção positiva para os
alelos favoráveis, e negativa para os fragmentos introgredidos indesejáveis é a
principal aplicação dos marcadores moleculares nesta estratégia.

Diversos trabalhos utilizaram AB-QTLs com sucesso em tomateiro, utilizando
como parental recorrente a espécie cultivada Lycopersicon esculentum e como
parental doador as espécies silvestres L. pimpinellifolium (Tanksley et al., 1996),
L. peruvianum (Fulton et al., 1997) and L. hirsutum (Bernacchi et al., 1998).
Em arroz, a estratégia de AB-QTL foi utilizada para o mapeamento fino de QTLs
relacionados com a data de florescimento, sendo que várias NILs foram também
desenvolvidas via seleção assistida por marcadores (Yamamoto et al., 1998).

A grande contribuição dos cruzamentos interespecíficos para o melhoramento é
que, apesar do aspecto fenotípico inferior do parental silvestre, quando
determinado fragmento deste é inserido no genoma de uma variedade elite,
observam-se alelos provenientes do parental silvestre aumentando favoravelmente
o valor fenotípico para algumas características. Genes que melhoram as
características agronômicas podem ser encontrados em determinadas espécies,
mesmo quando os efeitos positivos não são preditos pelo fenótipo parental
(Vicente & Tanksley, 1993). Por exemplo, em um cruzamento interespecífico de
tomateiro, apesar de a espécie L. peruvianum ter um fenótipo para formato de fruto
inferior ao fenótipo da espécie cultivada L. esculentum, foi identificado um QTL
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onde a presença do alelo silvestre melhorou o aspecto do fruto na progênie (Fulton
et al., 1997). Xiao et al. (1998) detectaram 12 QTLs de importância agronômica
na geração retrocruzamento 2 de O. sativa x O. rufipogon, encontrando alelos
provenientes do parental silvestre que não diminuíram o valor fenotípico para as
demais características medidas, inclusive para a produção de grãos. Doi et al.
(1998) também avaliaram a geração retrocruzamento 2 de O. sativa x O.
glaberrima, e os alelos provenientes do parental silvestre foram relacionados com
os caracteres macho-esterilidade e número de dias até o florescimento. O que
existe em comum entre estes exemplos é a indicação de que o germoplasma
exótico possui genes capazes de melhorar uma série de características de
importância agronômica, apesar de possuírem fenótipos inferiores. Além disto,
estes genes somente foram identificados pelo auxílio do mapeamento de QTLs,
facilitando o processo de introgressão gênica. Um mapa molecular pode ser
construído a partir de mais de uma classe de marcadores moleculares, tanto
dominantes quanto co-dominantes. Em determinadas ocasiões isto é bastante
recomendável, principalmente quando se deseja aumentar o número de marcadores
em uma região específica do genoma. Neste caso, pode-se saturar a região com
marcadores RAPD e AFLP, ancorados por marcadores RFLP e SSR. A vantagem de
se utilizarem marcadores co-dominantes para a construção de mapas moleculares é
que eles podem identificar o valor fenotípico associado aos alelos provenientes
dos dois parentais em uma análise de QTLs.

A Embrapa Arroz e Feijão vem conduzindo um trabalho de ampliação da base
genética do arroz através da metodologia de AB-QTLs. A espécie doadora de
genes para incorporação no genoma do arroz cultivado é a espécie silvestre O.
glumaepatula (Figura 2), nativa da América Central e do Sul. Esta espécie, assim
como o arroz cultivado, possui o genoma AA (conjunto gênico primário), ou
seja, híbridos férteis podem ser obtidos entre elas. O acesso de O. glumaepatula
utilizado como doador de genes nos primeiros cruzamentos com genitores elite
de arroz foi o RS-16, proveniente de uma população coletada no Rio Solimões
(Região Amazônica). Existem duas razões para a escolha da espécie O.
glumaepatula em cruzamentos interespecíficos. A primeira é a provável presença
de genes únicos, resultantes do processo adaptativo de O. glumaepatula às
condições edafoclimáticas brasileiras. Como se sabe, o arroz cultivado O. sativa
é originário do continente asiático, sendo que a adaptação ao cultivo no Brasil
deu-se com o conjunto de genes selecionados naquele continente. A segunda
razão diz respeito à necessidade de avaliar o potencial de transferência dos genes
de interesse comercial de O. glumaepatula para o arroz cultivado.
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O primeiro cruzamento interespecífico realizado foi entre o acesso RS-16 e o
genitor elite BG 90-2, uma das linhagens mais produtivas do programa de
melhoramento de arroz irrigado da Embrapa Arroz e Feijão. O desenho
esquemático do cruzamento interespecífico está apresentado na Figura 3. Para
proceder à análise de AB-QTLs neste cruzamento, inicialmente foi obtido um
mapa de ligação, construído com 155 marcadores SSR e 7 STS (Sequence
Tagged Sites), distribuídos ao longo dos 12 cromossomos de arroz, em uma
população RC1F1 composta por 93 indivíduos (Brondani et al., 2001). Para
proceder à análise de QTLs, 96 indivíduos RC2F1 foram analisados com 157
marcadores SSR e STS, os quais foram reunidos com os dados fenotípicos
obtidos na geração RC2F2, ou seja, cada indivíduo RC2F1 foi genotipado,
sendo que suas sementes deram origem às 96 famílias RC2F2, avaliadas em
dois locais (Goiânia - GO e Formoso do Araguaia - TO), onde foram tomados
os dados fenotípicos de características relacionadas à produção, tais como
número de panículas, peso de 100 sementes, número de grãos cheios, dentre
outras. Assim, para proceder à análise de QTLs, foram obtidos o mapa de
ligação (geração RC1F1), que forneceu a distância de mapa entre os

Fig. 2. Populações brasileiras de

Oryza glumaepatula: 1) Região

Amazônica, 2) Região dos Cerrados,

3) Região do Pantanal.
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marcadores moleculares, a genotipagem (plantas RC2F1) e fenotipagem
(famílias RC2F2) (Brondani et al., 2002). Como resultado, descobriu-se que a
única característica com fenótipo favorável oriunda da espécie silvestre O.
glumaepatula detectada pela análise de AB-QTLs foi aumento no número de
panículas, associada aos marcadores SSR RM 223 (cromossomo 8) e RM 4B
(cromossomo 11) (Figura 4). Contudo, observou-se que diversas famílias
RC2F2 apresentaram produtividades significativamente superiores ao parental
cultivado BG 90-2, ou seja, apesar de não ter sido possível identificar
segmentos de DNA de O. glumaepatula que pudessem aumentar o valor
fenotípico nestas famílias, uma vez que mapas moleculares fornecem uma
cobertura genômica reduzida. Para saber se esta transgressividade em relação
ao genitor elite BG 90-2 era devido ao efeito de heterose ou do fragmento
introgredido de O. glumaepatula, foi conduzido um experimento em três locais
(Goiânia, Boa Vista e Formoso do Araguaia) com 18 famílias RC2F4.
Comparando-se as médias de produtividade e o número de panículas obtidas
nas gerações RC2F2 e RC2F4, observou-se que os valores não foram
alterados, ou seja, o fenótipo favorável destas famílias foi resultante da
incorporação de alelos de O. glumaepatula, e não da heterose (Rangel et al.,
2001).

Fig. 3. Esquema de cruzamento para a análise de AB-QTLs.
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Outra característica interessante observada nas famílias com fragmentos
incorporados de O. glumaepatula foi a sua capacidade de produção na rebrota,
ou seja, na segunda colheita, 40 dias após a primeira. As plantas de arroz têm a
capacidade de regenerar novos perfilhos férteis após o corte dos colmos na

Fig. 4. Mapa de QTL do cruzamento Oryza sativa BG 90-2 x O. glumaepatula RS-16.

As setas indicam regiões genômicas envolvidas na expressão de características

avaliadas fenotipicamente (Brondani et al., 2002).
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colheita. Esta é uma característica herdável, porém os genótipos hoje utilizados
pelos programas de melhoramento não possuem bom desempenho na rebrota.
Deste modo, esta característica, proveniente da espécie silvestre O.
glumaepatula, tem ampla aplicação no cultivo do arroz, sobretudo em pequenas
propriedades rurais. A utilização da soca reduz significativamente o custo de
produção por unidade de área, o que é um fator a ser considerado, devido aos
elevados custos de produção de uma lavoura de arroz irrigado, contabilizando-se
os gastos com semente, fertilizantes, herbicidas e energia elétrica. A produção
no cultivo principal e na rebrota foi avaliada em 35 linhagens BG 90-2 com
fragmentos incorporados de O. glumaepatula em experimento conduzido em dois
locais (Boa Vista – RR e Goiânia – GO). As principais linhagens produziram, na
soma das duas produções, mais de 10.000 kg/ha, significativamente superiores
à testemunha. Duas linhagens produziram na rebrota em torno de 2700 kg/ha,
ou 35% do produzido no cultivo principal. Estudos realizados para qualidade do
grão de arroz destas linhagens de incorporação indicaram, em todos os aspectos,
para o tipo comercial de grão. Deste modo, a maioria das 35 linhagens podem
ser utilizadas diretamente como genitores no programa de melhoramento
genético do arroz e, no caso de um grupo de cinco linhagens, serem lançadas
diretamente como novas cultivares de arroz (Figura 5).

Seleção assistida por marcadores
Após a identificação de marcadores relacionados a características de interesse
através da análise de QTLs, pode-se conduzir testes de DNA nas linhagens
derivadas do cruzamento inicial, para descobrir e selecionar as plantas que
possuam os alelos favoráveis em homozigose para os QTLs identificados. A este
procedimento convencionou-se chamar de Seleção Assistida por Marcadores
(SAM), e os exemplos mais marcantes envolvem características cujo controle
genético é resultante da expressão de um ou poucos genes. Em arroz, a SAM
tem sido utilizada para monitorar a introgressão de genes de resistência a
doenças como brusone (Tabien et al., 2000) e bacteriose causada por
Xanthomonas oryzae (Singh et al., 2001) e é mais efetiva quanto mais próximo
do gene estiver o marcador molecular, reduzindo a possibilidade de ocorrer uma
recombinação entre os dois. Durante o processo de seleção, as associações entre
os locos marcadores e QTLs mudarão devido a recombinação, deriva genética ao
acaso e seleção e, portanto, é importante realizar contínuas reavaliações das
associações com o avanço das gerações. Características controladas por vários
genes são mais difíceis para realizar a SAM, e um dos motivos é que em alguns
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dos QTLs detectados em gerações precoces,  o máximo desequilíbrio de ligação
é devido, na verdade, a múltiplos genes ligados, que podem ser separados via
recombinação, e assim dissipam os efeitos e reduzem o potencial de ganho da
SAM (Austin & Lee, 1996). Algumas limitações da SAM podem reduzir o
potencial de ganho genético em programas de melhoramento: 1) O baixo número
de marcadores moleculares necessários para a existência de associações
significativas (desequilíbrio de ligação) com os QTLs; 2) o menor tamanho da
população segregante necessária para detectar QTLs para características de baixa
herdabilidade; 3) erros de amostragem; 4) efeitos significativos de marcadores
associados a QTLs podem ser falso-positivos; 5) quando marcadores individuais
são selecionados, e não dois marcadores que flanqueiam um gene, pode ocorrer
crossing-over entre o marcador selecionado e o QTL, reduzindo o ganho
previsto; e 6) desvios de amostragem de QTLs não mapeados podem produzir
estimativas de QTLs errôneas, podendo identificar falsos negativos ou falsos
positivos (Lande & Thompson, 1990; Knapp, 1998). Por outro lado, a
eficiência da SAM é aumentada e pode ser mais eficiente que a seleção
tradicional sob as seguintes circunstâncias: 1) A característica sob seleção
possui baixa herdabilidade; 2) há forte ligação entre QTL e marcadores (menos
de 5 cM), com eficiência adicional quando  se percebe que predominam as
ligações em acoplamento; e 3) são utilizadas populações segregantes maiores
para o mapeamento e seleção de QTLs, melhorando as estimativas dos efeitos
dos QTLs (Lee, 1995).

Embora os ganhos da seleção assistida por marcadores sejam teoricamente
maiores que os ganhos com a seleção fenotípica, os erros com as estimativas de
parâmetros de QTL e SAM, deriva genética e desequilíbrio entre QTL selecionado
e não-selecionados podem reduzir os ganhos da SAM em relação à seleção
fenotípica. A seleção freqüentemente é retardada para gerações posteriores,
porque a herdabilidade e poder estatístico das estimativas de médias de
progênies tendem a aumentar com o aumento do número de repetições,
gerações, locais e anos. A seleção em gerações muito precoces em programas de
melhoramento tem uma série de problemas, como a escassez de sementes, e a
chance de avançar genótipos superiores a partir de F2 ou F3 é baixa para
algumas características. O desempenho médio em locais e anos é freqüentemente
mau estimado a partir de observações fenotípicas de F2 e F3. Em F2, não há
possibilidade de obter repetição, pois cada planta possui um genótipo único, por
ter havido somente uma geração de auto-fecundação, não podendo-se tomar
dados médios de cada genótipo, e impossibilitando fazer estimativas do efeito
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ambiental na expressão do caráter. Se houver recursos limitados pode-se ter que
descartar um grande número de linhagens ou atrasar a seleção até F4 ou
posterior, analisando-se uma progênie menor. Com todos os recursos
disponíveis, a situação ideal é atrasar a seleção até que testes suficientes tenham
sido feitos para identificar, com algum grau de precisão, os genótipos mais
destacados produzidos em cada cruzamento, e analisar um número suficiente de
progênies para assegurar a presença de um ou mais genótipos superiores entre a
progênie selecionada (Paterson et al., 1991; Knapp, 1998).

Fig. 5. Linhagens de incorporação obtidas do cruzamento Oryza sativa BG 90-2 x O.

glumaepatula RS-16.
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Considerações Finais

Marcadores moleculares são imprescindíveis como auxílio na administração
de bancos de germoplasma e programas de melhoramento que objetivam a
ampliação da base genética por meio de cruzamentos amplos. Neste caso, a
maior chance de sucesso envolve o cruzamento entre genótipos elite e
germoplasma exótico, como variedades antigas e espécies silvestres.
Contudo, antes de o germoplasma exótico ser utilizado efetivamente como
genitor em programas de melhoramento, é necessária a etapa de pré-
melhoramento, quando são identificados não só os genótipos mais
contrastantes, mas também os genótipos que são capazes de produzir boas
combinações genéticas com os genótipos elite. A importância do uso de
marcadores moleculares aumenta na medida em que, mesmo em espécies
com reduzida variabilidade genética, como arroz e soja, a base genética
pode ser ampliada através da identificação de linhagens que possuam
combinações inéditas de alelos.

A utilização de marcadores moleculares na análise de QTLs e seleção
assistida deve ser vista com algumas ressalvas, apesar de alguns resultados
serem bastante promissores. O fato de a análise de QTLs não identificar
necessariamente um gene, mas uma região genômica que pode conter
diversos outros genes, incluindo os desfavoráveis para uma certa
característica, faz com que os resultados forneçam apenas uma idéia
aproximada das regiões que a controlam. Estudos posteriores visando à
identificação dos principais genes e o ambiente específico onde estes são
expressos são necessários. No caso de cruzamentos amplos, a genotipagem
de cada indivíduo da progênie com marcadores moleculares é extremamente
útil na identificação dos fragmentos genômicos provenientes de espécies
não-adaptadas que tenham sido incorporados no genoma de uma cultivar
elite, com o propósito de selecionar os indivíduos que possuam os alelos
que aumentem o valor fenotípico de uma característica.
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