é Angis do IV C > de P isa, Ensino g E Campus $; Haia - 08 a 11 de outubro de 2007
-4 *Ciéncia, Educagdo e Compromisse Social®

DETERMINAGAO DA VARIABILIDADE ALELICA DE MARCADORES SSR
ENTRE CICLOS DE RECOMBINACAO DAS POPULAGCOES DE SELECAO
RECORRENTE DE ARROZ CNA-IRAT 4 E CNA 12
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1. Introducao

A producéo do arroz entre 1966 e 1990 duplicou devido ao langamento de cultivares
altamente produtivas, oriundas de cruzamentos que priorizaram genitores
produtivos, mas geneticamente proximos. Como resultado, houve um estreitamento
da base genética do arroz, apontada como a principal responsavel pela estagnacao
dos patamares de produtividade da cultura. E necessario, portanto, ampliar a base
genética de linhagens elite de arroz, genitoras do programa de melhoramento, para
garantir o surgimento e selegdo de novas combinagdes alélicas, que resultem em
novas cultivares de arroz mais produtivas. Um dos métodos de melhoramento
populacional que possibilita, de modo sistematico, a geragdo e selegcdo de
combinagdes genéticas favoraveis, é a selecdo recorrente. Foi um método proposto
inicialmente por HULL (1945), que compreende o intercruzamento e re-selecao das
melhores familias, geracdo apds gera¢do, melhorando a média populacional e
produzindo linhagens melhoradas com base genética ampla.O programa de selegédo
recorrente em arroz no Brasil iniciou em 1990, com a formagédo da populagdo CNA-
IRAT 4 (RANGEL & NEVES, 1997), obtida a partir do intercruzamento de 10
gendtipos de arroz, dentre eles a cultivar IR-36, portadora do gene da macho-
esterilidade, o qual permite a recombinagdo a campo, sem a necessidade de
cruzamentos manuais. Em 2002, a populacdo CNA 12 (RANGEL et al., 2005) foi
obtida a partir do intercruzamento de 15 parentais, sintetizada sem a utilizagdo do
gene de macho esterilidade, ficando assim dependentes de cruzamentos manuais
dirigidos. O desenvolvimento dessa populagdo teve como objetivo a obtencéo de
linhagens com resisténcia estavel a brusone.Este trabalho teve como objetivo a
caracterizagdo por meio de marcadores moleculares SSR, dos genitores e
individuos amostrados na etapa de’ recombinagdo das populagbes de selecdo
recorrente CNA-IRAT4 e CNA12.

2. Metodologia

Foram caracterizados por marcadores SSR os 10 genitores que originaram a
populacdo CNA-IRAT 4, e amostrados 192 individuos do Ciclo de Recombinagéo 1 e
192 individuos do Ciclo 5. Na populacdo CNA12 foram caracterizados os 16
genitores e amostrados 180 individuos do Ciclo 1 e 180 individuos do Ciclo 2. Foram
utilizados 14 marcadores SSR para a caracterizagdo dos genétipos, escolhidos com
base no seu alto conteldo informativo, bom padrédo de resolugdo em gel de
acrilamida, e por representarem os 12 grupos cromossomos do arroz. Esses
marcadores foram utilizados para determinagao da variabilidade alélica entre ciclos
de recombinagédo nas populagdes de selecao recorrente CNA-IRAT 4, recombinada
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a campo pela presenga do gene da macho-esterilidade, e CNA 12, recombinada
manualmente. A eletroforese dos produtos de amplificagdo dos marcadores SSR foi
realizada em geis de acrilamida desnaturante 6% coradas com nitrato de prata,
segundo metodologia definida por CRESTE et al. (2001). Foram estimados o
numero de alelos, PIC (Polymorphism Information Content) e alelos privados pelo
programa GDA ( LEWIS & ZAYKIN, 2001). A distribuicdo espacial dos genotipos
avaliados foi obtida com a andlise fatorial de correspondéncia utilizando o programa
Genetix (BELKHIR et al., 2001).

3. Resultados e discussao

A analise de SSRs dos 10 genitores que deram origem a populagdo CNA-IRAT 4
(Tabela 1) identificou em média 5 alelos por loco e PIC médio de 0,69. No Ciclo 1
foram encontrados em média 5,43 alelos por loco e PIC médio de 0,58. No ciclo 5,
foram identificados 5,86 alelos por loco e PIC médio de 0,55.

Tabela 1: Nimero de Alelos e valores de PIC por loco para os genitores e cada ciclo de Selecdo
Recorrente da populagdo CNA IRAT-4. Valores entre parénteses: Nimero de alelos ausentes nos
genitores e presentes nos Ciclos 1 e 5.

SSR Populacdo CNA-IRAT 4
PIC (1-Zp2) Nimero de Alelos
Genitores | Ciclo 1 Ciclo5 | Genitores| Ciclo1 Ciclo 5

0G7 0,51 0,39 0,35 4 2 3
oG 17 0,91 0,65 0,34 8 7 (2) 5(1)
oG 61 0,86 0,56 0,60 6 4 12 (6)
0G 106 0,80 0,75 0,77 6 7 (1) 6
RM 9 0,78 0,72 0,82 5 7 (2) 7(3)
RM 11 0,63 0,51 0,56 5 5 (2) 7 (4)
RM 38 0,50 0,17 0,24 4 2 6 (2)
RM 207 0,74 0,72 0,76 5 10 (6) 8 (5)
RM 223 0,36 0,40 0,40 3 3 4 (1)
RM 224 0,84 0,79 0,74 6 8 (2) 8 (3)
RM 229 0,74 0,51 0,33 4 5 (2) 2
RM 247 0,72 0,50 0,53 5 4 (1) 3
RM 257 0,72 0,79 0,74 4 6 (3) 7 (4)

4653 0,61 0,65 0,58 3 6 (4) 4 (3)
Total 68 76 (25) 82 (32)
Média 0,69 0,58 0,55 5 5,43 5,86

A analise de SSRs dos 16 genitores que originaram a populagdo CNA 12 (Tabela 2)
resultou em 5,9 alelos por loco e PIC médio de 0,68. No Ciclo 1 foram obtidos 5,36
alelos por loco e PIC meédio de 0,57. No Ciclo 2, foram obtidos 6,28 alelos por loco e
PIC médio de 0,56.
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Tabela 2;: Numero de Alelos e valores de PIC por loco para os genitores e cada ciclo de Selegéo
Recorrente da populagdo CNA 12. Valores entre parénteses: Numero de alelos ausentes nos
genitores e presentes nos Ciclos 1 e 2.

SSR Populacdo CNA 12
PIC (1-Ep2?)
Genitores | Ciclo1 Ciclo2 | Genitores| Ciclo1 Ciclo 2

0G7 0,47 0,43 0,41 4 3 4
oG 17 0,80 0,78 0,79 7 7 8 (1)
0OG 61 0,74 0,69 0,61 7 10 (4) 12 (5)
0G 106 0,56 0,51 0,55 4 4 (1) 4
RM 9 0,77 0,65 0,63 7 6 6
RM 11 0,64 0,54 0,61 7 5 6 (1)
RM 38 0,70 0,28 0,34 5 4 6 (2)
RM 204 0,75 0,67 0,60 6 6 6
RM 207 0,69 0,60 0,68 5 4 6 (1)
RM 224 0,84 0,78 0,74 7 6 6
RM 248 0,69 0,54 0,44 6 6 8 (2)
RM 257 0,64 0,48 0,58 5 3 5

4653 0,56 0,43 0,36 6 5 6 (1)

4961 0,69 0,55 0,47 6 6 5

Total 82 75 (5) 88 (13)
Média 0,68 0,57 0,56 5,9 5,36 6,28

A redugéo da variabilidade alélica medida pelo PIC médio € explicada pela selegao
dos gendtipos que possuem as melhores combinagbes de alelos para as
caracteristicas agrondmicas avaliadas, que ocorre apés cada ciclo de recombinagao.
A caracterizagdo molecular por SSRs identificou alelos nao esperados, ou seja,
alelos n&do provenientes dos genitores, nas duas populagdes. Na populagdo CNA-
IRAT 4 (Tabela.1), 25 dos 76 alelos detectados foram de origem desconhecida
(33%) no Ciclo 1, e 32 dos 82 alelos detectados foram de origem desconhecida
(39%) no Ciclo 5. Na populagédo CNA 12 (Tabela 2) foram identificados no Ciclo 1, 5
alelos desconhecidos, de um total de 75 alelos (7%), enquanto que no Ciclo 2 foram
identificados 13 alelos, de um total de 88 alelos (15%). Estes resultados mostram
claramente que a recombinagdo manual diminuiu a ocorréncia de fertilizagdo com
polen oriundo de plantas de arroz cultivadas em areas adjacentes a populagéo de
selec&o recorrente, em relagdo a recombinagéo por macho-esterilidade. Mesmo na
polinizagdo manual, cuidados adicionais devam ser adotados, uma vez que a
fertilizacdo indesejavel ndo foi totalmente eliminada. A analise fatorial de
correspondéncia (AFC) apresentou para a populagdo CNA-IRAT 4 os individuos do
Ciclo 1 formando um grupo distinto dos individuos do Ciclo 5 (Figura 1), os quais
apresentaram maior dispersdo espacial que aqueles do Ciclo 1. Isto foi devido
provavelmente a dois fatores: o efeito do surgimento de novas combinagbes de
alelos, que aumenta @ medida que avangam os ciclos de selegdo recorrente, e a
adicdo de 32 alelos ausentes nos genitores.

2462




Anais do 1¥ T de Prequisa, Ensino g £ Campus ia - 08 a 11 de oulubro de 2007
*Cidncia, Educagio e Compromisso Somial®

CNA_IRATS:

=
o

e

R

S
o
St

hxe D LARIE )
e «;@Z@x

104300

. i =30,
e TS5 %)

Figura 1: Distribuig&o espacial da variabilidade genética dos genitores (amarelo) e individuos dos
Ciclos 1 (azul) e 5 (branco) da populagio de Selegzo Recorrente CNA-IRAT 4.

Na AFC da CNA12 (Figura 2) os dois ciclos de recombinagdo mostraram-se
distintos espacialmente, embora de modo menos pronunciado que na CNA-IRAT 4,
provavelmente ocasionado tanto pelo menor nimero de recombinagdes, quanto pelo
menor numero de alelos provenientes de plantas néo integrantes da populacéo de
selecao recorrente.
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Figura 2: Distribuico espacial da variabilidade genética dos genitores (amarelo) e individuos dos
Ciclos 1 (azul) e 2 (branco) da populagéo de Selegdo Recorrente CNA 12.
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4. Conclusées

Apesar de ser mais econémica, a recombinagédo utilizando a macho-esterilidade
pode resultar em perda significativa na eficiéncia da recombinagéo efetiva dos genes
presentes nos genitores. Por este motivo, os melhoristas devem optar por um melhor
isolamento da populagdo durante a etapa de recombinagéo, ou optar pelo método
de recombinagdo manual, que apesar de ser mais oneroso, permitiu um controle
melhor da fertilizagao.

5. Referéncias bibliograficas

1. BELKHIR, K.; BORSA, P.; CHIKHI, L.; RAUFASTE, N.; BONHOMME, F. Genetix.
Univeristé de  Montpellier Version 4.052. 2001. Disponivel em:
http://iwww.universitymontp2.fr/~genetix/genetix/genetix.htm. Acesso em: 10 de Julho
de 2006.

2. CRESTE, S.; TULMANN, A. N.; FIGUEIRA, A. Detection of single sequence
repeat polymorfisms in denaturing polyacrylamide sequencing gels by silver staining.
Plant Molecular Biology Repérter. v. 19, p. 229-306, 2001.

3. HULL, F.H. Recurrent selection and specific combining ability in corn. Journal
American Society of Agronomy, v.37, p.137-145, 1945.

4. LEWIS, P. O.,, AND ZAYKIN, D. 2001. Genetic Data Analysis: Computer
program for the analysis of allelic data. Version 1.0 (d16c). Disponivel em:
<http://lewis.eeb.uconn.edu/lewishome/software.html>. Acesso em: 07 de Julho de
2006.

5. RANGEL, P. H. N.; NEVES, P. C. F. Selecion recurrente aplicada al arroz de riego
en Brasil. In: GUIMARAES, E. P. (ed). Seleccién Recurrente en Arroz. Cali: CIAT.
(Publicacion CIAT, n°® 267). p. 79-97, 1997.

6. RANGEL, P. H. N.; CORDEIRO, A. C. C,; LOPES, S. I. G; MORAIS 0. P. M;

BRONDANI, C.; BRONDANI R.P.V; YOKOYAMA S; SCHIOCCHET M.; BACHA,
R.; ISHIY, T. Advances in Population Improvement of Irrigated Rice in Brazil. In:
Guimaraes, E. P. (ed). Population Improvement: A Way of Exploiting the Rice
Genetic Resources of Latin America. Rome: FAO. P 145-186, 2005.

FONTE DE FINANCIAMENTO: Embrapa — Macroprograma 2 ¢ CNPQ (bolsa de pesquisa de mestrado)

! Estudante de Mestrado na UFG em Agronomia, Embrapa Arroz e Feijdo, Caixa Postal 179, CEP 75375-000,
Sto. Antdnio de Goias, GO. Fone (62) 35332128. let@cnpaf.embrapa.br.

? Pesquisadores da Embrapa Arroz e Feijdo, Sto. Ant6nio de Goias-GO.
® Estudante de Biologia da UCG, Goiania-GO.

* Orientador. E.A da UFG. cbrondani@cnpaf.embrapa.br

2464



