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INTRODUCAO: A reducdo da variabilidade genética das variedades de arroz tem
como principal consequéncia a reducdo dos ganhos genéticos. Por isso, um dos
objetivos dos programas de melhoramento modernos de arroz tem sido a
recuperacdo da diversidade perdida através da busca por alelos favoraveis em
parentes silvestres (Gur e Zamir, 2004). As espécies silvestres de arroz constituem
um reservatério génico que pode ser explorado para o aumento da variabilidade
genética e, consequentemente, dos ganhos de producéo das variedades cultivadas.
Além disso, estas espécies apresentam grande potencial como doadoras de genes
de tolerancia a estresses bibticos e abibticos, como tolerancia & seca e a presenca
de minerais téxicos no solo. O método de retrocruzamento avancado associado a
andlise de QTL (AB-QTL — Advanced Backcross QTL analysis) (Tanksley e Nelson,
1996) € uma ferramenta poderosa para a exploracdo e uso de espécies silvestres
em programas de melhoramento e tem sido extensivamente utilizada nas ultimas
décadas com este fim (Brondani et al., 2002; Septiningsih et al., 2003; Aluko et al.,
2004). Este método integra a andlise de QTL a introgressdo de alelos do
germoplasma silvestre para o cultivado, assumindo que regidées do genoma ligadas
a marcadores moleculares e associadas a caracteristicas de interesse agronémico
podem ser transferidas para cultivares elite (Frary et al.,, 2004). Dessa forma, é
possivel monitorar a introgressao destes alelos e selecionar, utilizando marcadores
moleculares, aqueles gendtipos que possuem as regides de interesse. Ao final, apos
algumas geracdes de autofecundacao, as linhagens de introgressao sao obtidas e
podem ser testadas no campo (Frary et al., 2004).

Método semelhante para a obtencdo de linhagens de introgressdo, também
chamadas de linhagens de substituicdo (CSSL — Chromosome Segment Substitution
Lines), tem sido utilizada recentemente com o objetivo de obter linhagens com
fragmentos introgredidos em regides especificas do genoma (Silkova et al., 2006;
Tian et al., 2006). Estas linhagens séo resultado da utilizacdo de sele¢cdo assistida
por marcadores para introgredir pequenos segmentos cromossdmicos do parental
doador no background genético do parental -cultivado por consecutivos
retrocruzamentos e autofecundacdes (Tian et al., 2006).

Os objetivos deste trabalho foram: 1. Caracterizar 35 linhagens do programa de
melhoramento da Embrapa Arroz e Feijdo que foram desenvolvidas através da
metodologia de AB-QTL a partir de um cruzamento interespecifico utilizando a
espécie silvestre Oryza glumaepatula. 2. Construir um mapa genético para uma
populacdo segregante proveniente de cruzamento interespecifico entre um acesso
da espécie silvestre Oryza glumaepatula e uma variedade de arroz de terras altas
(Oryza sativa) utilizando marcadores moleculares microssatélites (SSR — Simple
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Sequence Repeats) com a finalidade de selecionar marcadores flanqueando
segmentos introgredidos especificos.

MATERIAIS E METODOS: O desenvolvimento das linhagens seguiu 0 método de
AB-QTL utilizando como parental recorrente a linhagem BG90-2 (O. sativa) e como
parental doador o acesso RS-16 (O. glumaepatula). Foram realizados dois
retrocruzamentos seguidos por oito geracdes de autofecundacdo (Rangel et al.,
2005). Os marcadores moleculares associados as caracteristicas: peso de 1000
graos, numero de perfilhos e niumero de paniculas (Brondani et al., 2002) foram
utilizados para a selecdo assistida de 272 familias RC,Fs, das quais 27 foram
selecionadas por conterem alelos favoraveis na regido dos locos marcadores. Além
disso, 8 familias que apresentaram segregacdo transgressiva também foram
selecionadas. As 35 linhagens RC;Fg obtidas foram avaliadas no campo, juntamente
com trés testemunhas (BG90-2, Metica 1, CNA8502), em ensaio conduzido no ano
agricola 2002/03 em trés locais: Goianira - Goias, Formoso do Araguaia - Tocantins
e Boa Vista - Roraima. Foram coletados dados no cultivo principal (floracdo média,
altura de planta, nimero de perfilhos e paniculas por m? e produtividade de grdos em
kg ha™) e na rebrota (nimero de perfilhos/paniculas na mesma area de amostragem
do cultivo principal e produtividade de graos em kg/ha, obtidos apenas em Goias e
Roraima). Em 2003/04 as quinze linhagens que mais se destacaram no ensaio de
2002/03 foram avaliadas em cinco locais (Goianira - Goias, Formoso do Araguaia -
Tocantins, Boa Vista - Roraima, Itajai - Santa Catarina e Alegrete - Rio Grande do Sul)
com quatro testemunhas (BG90-2, BRS Formoso, Metica e IRGA 417). Foram
coletados dados de produtividade de grdos em kg ha™, floracdo média e altura de
planta. Folhas frescas de 10 plantas de cada uma das 35 linhagens foram coletadas,
sendo o DNA extraido em bulk. Para a caracterizagdo molecular foram utilizados 80
marcadores microssatélites. Destes, 67 foram marcados com fluorescéncia e
analisados em sequenciador automético de DNA ABI 3100 (Applied Biosystems). Os
marcadores fluorescentes foram reunidos em painéis contendo de 2 a 7 marcadores
de acordo com a sua cor (azul ou verde) e amplitude alélica. A genotipagem foi
realizada utilizando o software GeneMapper 2.5 (Applied Byosistems). Os produtos
de PCR derivados dos marcadores ndo fluorescentes foram visualizados em géis
desnaturantes de poliacrilamida 6% corados com nitrato de prata. O software CSSL
Finder foi utilizado para estimar a propor¢cao do genoma parental em cada linhagem
e para a construcdo dos genotipos graficos.

Para a obtencdo da populacdo de mapeamento o acesso GEN1233 (O.
glumaepatula) foi cruzado com a variedade de arroz de terras altas Curinga (O.
sativa). As plantas F; obtidas deste cruzamento foram avaliadas com 5 marcadores
SSR para confirmacdo da sua heterozigosidade. As plantas F; heterozigotas para
todos os locos testados foram retrocruzadas com a variedade Curinga para a
obtencédo de 59 plantas RC;F;. Estas plantas foram mapeadas com 97 locos SSR
marcados com fluorescéncia e analisados em sequenciador automatico de DNA ABI
3100 (Applied Biosystems). Estes marcadores foram selecionados a partir do mapa
referéncia do arroz (Ciat SSR 2006, disponivel em www.gramene.org) com base na
sua distribuicdo nos 12 cromossomos do arroz. O mapa genético foi construido
utilizando o software Mapdisto versdo 1.6 e 0s genétipos graficos foram construidos
utilizando o software CSSL Finder.

RESULTADOS E DISCUSSAO: A produtividade média dos trés ensaios conduzidos
em 2002/03 foi de 5885 kg/ha, sendo que a maior foi obtida no ensaio de Goias (8010



kg/ha) e a menor no ensaio de Tocantins (4122 kg/ha). As linhagens CNAi 9937, CNAI
9931, CNAIi 9934, CNAIi 9930 e CNAIi 9936 foram as mais produtivas no cultivo
principal com 7398 kg ha®, 7338 kg ha™, 7135 kg ha™, 6998 kg ha™ e 6836 kg ha™,
respectivamente, porém nao diferiram significativamente das testemunhas BG90-2 e
Metica 1. Considerando apenas os ensaios de Goias e Roraima, a produtividade média
dos dois locais no cultivo principal foi de 6767 kg/ha, sendo que as linhagens citadas
acima mais a CNAi 9935 apresentaram produtividade média superior a 7500 kg ha™ e
foram diferentes significativamente da Metica 1. Todas as linhagens apresentaram
arquitetura de planta moderna com altura em torno de 100 cm, alta resisténcia ao
acamamento e folhas eretas que se mantiveram verdes até a maturacdo dos graos,
caracteristica esta de grande importancia por estar relacionada com alta produtividade
em arroz irrigado. A utilizacdo da soca pode ser uma alternativa para aumentar a
rentabilidade das lavouras de arroz irrigado do Brasil a um baixo custo. As linhagens
de introgressao, além do elevado vigor de plantula, apresentaram alta capacidade de
rebrota viabilizando o aproveitamento da soca. As linhagens CNAIi 9935 e CNAIi 9936
apresentaram produtividade média de grdos na rebrota de 2627 kg/ha e 2688 kg/ha,
respectivamente, o que correspondeu a 34% e 35% da produtividade obtida no cultivo
principal. No ensaio realizado em 2003/04 verificou-se que as quinze linhagens que se
destacaram em 2002/03 mantiveram o0 seu desempenho, apresentaram elevada
produtividade nos locais de avaliacdo e foram diferentes significativamente das
testemunhas. Nos ensaios de Santa Catarina e Rio Grande do Sul as linhagens CNAI
9931, CNAI 9934, CNAIi 9937 e CNAIi 9930 foram significativamente superiores a
testemunha Metica 1. Na média dos oito ambientes de avaliacdo, seis linhagens, CNAI
9931, CNAI 9934, CNAI 9937, CNAI 9930, CNAI 9936 e a CNAI 9935, mantiveram-se
como as mais produtivas e superaram significativamente a testemunha Metica 1. A
caracterizacdo molecular detectou fragmentos de O. glumaepatula introgredidos em
todas as 35 linhagens. O numero medio de fragmentos introgredidos em cada
linhagem variou de 2 a 17 com uma media de 7,2 e a propor¢éo de introgressdo média
foi de 7,94%, variando de 1,92% (CNAIi 9932) a 21,15% (CNAi 9920-78). As linhagens
que mais se destacaram nas avaliacdes fenotipicas (CNAi 9930, CNAi 9931, CNAI
9934, CNAI 9935, CNAI 9936 e CNAI 9937) apresentaram proporcdes de introgressao
de 3,85%, 2,88%, 2,88%, 4,81%, 5,77% e 6,73%, respectivamente, indicando que
fragmentos menores produzem melhores efeitos no background genético do arroz
cultivado, provavelmente pela diminuicdo da linkage drag. As linhagens de introgresséo
provavelmente sdo importante reservatorio de alelos que nao existem no “pool”
génico do arroz cultivado e as informacdes obtidas neste trabalho serdo Uteis para
seu uso pelos melhoristas do programa de melhoramento da Embrapa Arroz e
Feijao. A linhagem CNAI 9930, por ter apresentado alta produtividade e grdos com
qualidade comercial, esta sendo avaliada e 0 seu uso para cultivo, especialmente por
pequenos agricultores, devera ser recomendado. Estes agricultores terdo nela a
possibilidade de potencializar a sua producéo através do cultivo da rebrota.

O mapa genético para a populagdo do cruzamento interespecifico GEN1233 (O.
glumaepatula) x Curinga (O. sativa) foi construido com 97 marcadores SSR. Os
gendtipos graficos revelaram que a constituicdo genotipica das plantas RC1F; foi, em
média, 52,54% de homozigotos para o alelo do parental recorrente (Curinga) e 45,11%
de heterozigotos (Curinga/GEN1233), mantendo-se dentro da propor¢cdo Mendeliana
esperada para este tipo de populacdo (1:1). Com base nas informacdes obtidas
através dos gendtipos graficos, 3 marcadores que flanqueiam cada fragmento
introgredido selecionado serdo escolhidos a partir do mapa genético para monitorar a
presenca destes fragmentos em 500 plantas RC,F; que estdo sendo obtidas através



do segundo retrocruzamento das plantas RC1F; com a variedade Curinga. A partir de
entdo, somente as plantas que contiverem os fragmentos introgredidos nas regioes
desejadas serdo novamente retrocruzadas para originar aproximadamente 300 plantas
RC3F;. Simultaneamente, familias RC,F3 serdo avaliadas em campo experimental para
caracteristicas relacionadas a producédo, tais como numero de paniculas e peso de
1000 gréos, e para tolerancia a seca, quando serdo submetidas a estresse hidrico a
partir da fase de floracdo. O objetivo final do trabalho sera obter linhagens de
incorporagdo que contenham fragmentos silvestres introgredidos em regides
especificas do genoma e que apresentem caracteristicas favoraveis aos programas de
melhoramento de arroz de terras altas.

CONCLUSOES: A caracterizacdo agrondmica e molecular das 35 linhagens de
introgressao forneceu informacdes Uteis para a sua utilizacdo pelos programas de
melhoramento de arroz irrigado.

O mapa genético da populacdo segregante proveniente do cruzamento GEN1233 x
Curinga servira de base para a selecdo de locos a serem utilizados nas etapas
posteriores de obtencdo de linhagens de introgressdo para 0S programas
melhoramento de arroz de terras altas.
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